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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
A. E.  arbitrarna enota 
bFGF  osnovni fibroblastni rastni dejavnik 
CAF  fibroblasti, povezani z rakom (angl. cancer-associated fibroblasts) 
CatK  katepsin K  
CD44  receptor CD44 
CD73  označevalec pripadnosti 73 (angl. cluster of differentiation 73) 
CD90  označevalec pripadnosti 90 (angl. cluster of differentiation 90) 
CD105 endoglin 
CD133  prominin-1 
Csf-2  spodbujevalni dejavnik rasti kolonij 2 (angl. colony stimulating factor 2) 
CŽS  centralni živčni sistem 
DMEM Dulbeccovo modificirano Eaglovo gojišče (angl. Dulbecco's modified Eagle 
medium) 
DMSO dimetil sulfoksid (angl. dimethyl sulfoxid) 
dpf  dnevi po fertilizaciji 
GABRA1 Gama aminomaslena kislina, receptor alfa 1 (angl. gamma-aminobutyric 
acid type a receptor alpha1 subunit) 
GB  glioblastom 
GFP  zeleni fluorescentni protein (angl. green fluorescent protein) 
GMC  glioblastomske matične celice 
CXCL7 kemokin 7, vsebujoč motiv CXC (angl. chemokine (C-X-C motif) ligand 7) 
CXCR4  CXC kemokinski receptor tipa 4 (angl. C-X-C chemokine receptor type 4) 
EC  endotelijske celice 
ECM   zunajcelični matriks (angl. extracellular matrix) 
EDTA  etilendiamintetraocetna kislina 
EGF  epidermalni rastni dejavnik 
FBS  fetusni serum goveda (angl. fetal bovine serum) 
FGF  fibroblastni rastni dejavnik 
HMC  hematopoetske matične celice (angl. hematopoietic stem cell) 
IDH1  izocitratna dehidrogenaza 1 (angl. isocitrat dehydrogenase 1) 
IL-6  interlevkin 6 
MMC  mezenhimske matične celice 
MMP  matriksna metaloproteinaza (angl. matrix metalloproteinase) 
NBE  nevrobazalno gojišče 
NEF1  negativni regulatorni dejavnik 1 (angl. negative regulatory factor 1) 
PBS  fosfatni pufer s soljo (angl. phosphate-buffered saline) 
PFA  paraformaldehid 
PDGFRA receptor A trombocitnega rastnega dejavnika 
PolyHEMA poli-(2-hidroksietil metakrilat) 
PTU  feniltiourea 
rpm  obrati na minuto 
SDF-1α dejavnik stromalnih celic 1 alfa (angl. stromal cell derived factor 1α) 
SLC12A5 gen za SLC-prenašalec družine 12, gen 5 (angl. solute carrier family 12 
member 5) 
Sox-2  gen za določitev spola (angl. SRY (sex determining region Y)-box 2) 
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STY1  gen za mitogen-aktivirano protein kinazo sty1 (angl. mitogen-activated 
protein kinase sty1) 
TCGA  atlas genoma raka (angl. the cancer genome atlas) 
VEGF  vaskularni endotelijski rastni dejavnik (angl. vascular endothelial growth 
factor) 
WHO  svetovna zdravstvena organizacija (angl. World health organization)
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Glioblastom je najpogostejši in najagresivnejši možganski tumor, ki še vedno velja za 
neozdravljivo bolezen s povprečnim časom preživetja le 12 do 15 mesecev od postavitve 
diagnoze (Hayat, 2011). Glioblastomske matične celice (GMC) so zelo maligna populacija 
celic glioblastoma, ki so odgovorne za rezistenco na terapijo, ohranjanje in širjenje tumorja 
ter njegovo ponovitev (Ross in sod., 2017). V tumorju se nahajajo v mikookolju, ki jih ščiti 
pred uničenjem s terapijo. V tumorskem mikrookolju so prisotne tudi ne-rakave stromalne 
celice, kot so mezenhimske matične celice (MMC). MMC se infiltrirajo v tumorje 
glioblastoma, kjer lahko preko interakcij s celicami glioblastoma pospešijo razvoj 
glioblastoma (Motaln in sod., 2012). Poleg tega MMC povišajo kapaciteto samoobnove in 
invazijo ter proliferacijo celic glioblastoma in vitro (Hossain in sod., 2015). 
Za študije mehanizmov napredovanja raka so ključnega pomena tridimenzionalni večcelični 
sistemi, ki posnemajo interakcije med rakavimi in stromalnimi celicami v tumorjih (Breznik 
in sod., 2017), poleg teh pa so ključno orodje za raziskave v onkologiji živalski modeli. 
Zarodki rib cebric (Danio rerio), se vse bolj uveljavljajo kot vretenčarski model v iskanju 
novih terapevtskih pristopov in za proučevanje procesov napredovanja raka. Vsestransko 
orodje v študijah so postale zaradi svojih edinstvenih prednosti, kot so številčno potomstvo, 
enostavnost gojenja, nizki stroški vzdrževanja, hiter embrionalni razvoj ter razvitost 
možganskih struktur, ki so podobne možganskemu mikrookolju pri ljudeh. 
Ksenotransplantacijo človeških rakavih celic v zarodke cebric lahko enostavno izvedemo, 
saj ti še nimajo popolnoma razvitega imunskega sistema in imunosupresija ni potrebna 
(Vittori in sod., 2015). 
 
1.2 NAMEN RAZISKAVE 
 
V okviru magistrske naloge nas je zanimal vpliv celičnih interakcij med GMC in MMC na 
rast in invazijo celic glioblastoma v celičnih modelih in vitro ter v zarodkih rib cebric, v 
katere smo injicirali celice glioblastoma. Prvi cilj je bil vzpostavitev sokultur GMC in MMC 
v 3D celičnih modelih in vitro z optimizacijo gojišča za gojenje sokultur ter optimizacijo 
priprave 3D sferoidov celičnih sokultur, ki so celični agregati iz GMC in MMC. Sledilo je 
določanje vpliva interakcij med GMC in MMC na rast in invazijo GMC oz. MMC v 
sferoidih. Kot zadnje smo želeli učinke interakcij med GMC in MMC določiti še na modelu 
in vivo – v možganih cebric. 
 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 
H1: Prisotnost MMC vpliva na spremembo velikost sferoidov. 
H2: GMC in MMC se razlikujejo v invazivnosti. 
H3: Gojenje v sokulturi vpliva na invazivnost GMC in MMC. 
H4: MMC vplivajo na rast GMC v zarodkih cebric. 
2 
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H5: Razlike v invazivnosti med GMC in MMC so v možganih rib cebric podobne kot v 
kulturah in vitro. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 MOŽGANSKI TUMOR GLIOBLASTOM 
 
Glioblastom (GB) je najpogostejši in najbolj maligen možganski tumor. Spada med difuzne 
gliome, najpogostejše tumorje centralnega živčnega sistema (CŽS), zlasti pri odraslih 
(Wesseling in Capper, 2018). Zaradi hitre in infiltrirajoče rasti, invazije v možgansko tkivo, 
odpornosti na radioterapijo in kemoterapijo ter hitrega napredovanja spada med rake z 
največjo umrljivostjo bolnikov (Hayat, 2011). 
 
Gliome histološko klasificiramo glede na njihov izvor (npr. astrocitni, oligodendrocitni ali 
ependimski celični izvor) in jih, glede na njihovo stopnjo malignosti, delimo v skupine štirih 
kliničnih stopenj, ki jih določa Svetovna zdravstvena organizacija (angl. World Health 
Organization, WHO). Med gliome z astrocitnim izvorom (astrocitome) razvrščamo 
pilorične astrocitome (stopnja I), difuzne astrocitome  (stopnja II), anaplastične astrocitome 
(stopnja III) in GB (stopnja IV). Med tumorje z izvorom iz oligodendrocitov spadajo 
oligodendrogliomi (stopnja II) in oligoastrocitomi (stopnja III).  Tumorji stopnje I so 
benigni, tumorji stopnje II so nizko maligni, tumorji stopnje III in IV pa so maligni gliomi. 
Gliomi stopnje I so po kirurški operaciji običajno ozdravljeni, maligni gliomi pa imajo 
najslabšo prognozo preživetja (Dell’Albani in sod., 2011). 
 
Pojavnost GB v Združenih državah Amerike znaša 2,36 primerov na 100.000 oseb. Brez 
terapije večina pacientov z GB živi do 4 mesece, medtem ko je mediani čas preživetja tistih, 
ki prejmejo agresivno terapijo, ki vključuje operacijo, kemoterapijo, obsevanje in 
imunoterapijo, 15 mesecev (Hayat, 2011). Incidenca ponovnega nastanka tumorja je zelo 
visoka (>90 %). Posledično povzroča GB izjemno visoko smrtnost (Ozturk in sod., 2020). 
Ob ponovitvi GB standardna terapija ni več zadostna. Kljub temu ponovijo kirurško 
odstranitev tumorja, obsevanje in kemoterapijo ter terapijo dopolnijo z anti-angiogenim 
sredstvom bevacizumabom. Čas preživetja bolnikov s ponovitvijo GB znaša največ 6 
mesecev (Perrin in sod., 2019). 
 
Redigirana 4. izdaja klasifikacije gliomov WHO, objavljena leta 2016, dodatno temelji na 
molekularnih lastnostih, na podlagi katerih glioblastome delimo na primarne oz. sekundarne. 
Primarni GB predstavljajo večino (~90 %)  glioblastomov in se razvije de novo  pri starejših 
pacientih, medtem ko sekundarni GB napreduje iz gliomov nižjih stopenj, pojavlja pa se pri 
mlajših pacientih. Histološko sta primarni in sekundarni GB neločljiva, razlikujeta se v 
svojih genetskih in epigenetskih profilih (Louis in sod., 2016). Primarne GB na podlagi 
genetske analize podatkov TCGA (angl. The Cancer Genome Atlas), nadalje delimo v 4 
različne podskupine, za katere je značilna aktivacija specifičnih signalnih poti in imajo 
različne prognoze preživetja bolnikov: klasično, mezenhimsko, nevralno in pronevralno 
podvrsto (preglednica 1, Verhaak in sod., 2010). 
 
Preglednica 1: Značilnosti posameznih podvrst primarnih glioblastomov (Verhaak in sod., 2010). 
Podvrsta primarnega GB  Tipične značilnosti  
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Nadaljevanje preglednice št. 1: Značilnosti posameznih podvrst primarnih glioblastomov (Verhaak 
in sod., 2010). 
 
Mezenhimska Mutacije gena NF1. 
Nevralna Izražanje tipičnih nevronskih genov (NEFL, GABRA1, STY1 in 
SLC12A5). 
Pronevralna Genetske mutacije v PDGFRA in IDH1. 
 
Namen delitve na podlagi genske ekspresije v primerjavi s samo histologijo je natančneje 
določiti izid bolezni pacientov z GB (Motaln in sod., 2015). 
 
Podvrste GB in nadaljnja klasifikacija glede na podatke TCGA, ki je nastala s 
sekvenciranjem naslednje generacije, še vedno ne uspe uspešno napovedati odziva pacientov 
na terapijo zaradi znotrajtumorske heterogenosti (Motaln in sod., 2015). Pri večini bolnikov 
namreč genomska analiza pokaže obsežno heterogenost in različne podvrste GB znotraj 
samega tumorja (Sottoriva in sod., 2013). Glavna razloga za odsotnost napredka pri 
zdravljenju GB sta torej obsežna medtumorska in znotrajtumorska heterogenost ter izjemno 
invazivna in infiltrirajoča narava teh tumorjev (Perrin in sod., 2019). 
 
2.2 GLIOBLASTOMSKE MATIČNE CELICE 
 
Matične celice so nediferencirane celice, ki so sposobne samoobnavljanja ter diferenciacije 
v specializirane celične tipe organizma. Glede na sposobnost diferenciacije jih delimo v 
skupine totipotentnih, pluripotentnih, multipotentnih, oligopotentnih ter unipotentnih celic. 
Njihova funkcija v odraslem organizmu je obnavljanje celic v tkivih in sodelovanje pri 
regeneraciji ob poškodbah (Zakrzewski in sod., 2019). 
 
Zaključki številnih raziskav kažejo, da je za ohranjanje tako raka kot normalnih tkiv potrebna 
hierarhična organizacija, ki vključuje matične celice ter diferencirane celice (Dell’Albani in 
sod., 2011). Za ponovitev možganskih tumorjev je lahko odgovornih le nekaj celic. Gre za 
preobražene celice CŽS, ki imajo lastnosti matičnih celic ter hkrati sposobnost iniciacije ter 
širjenja GB (Vescovi in sod., 2006). To podpopulacijo celic v tumorjih imenujemo 
glioblastomske matične celice (GMC). GMC imajo lastnosti normalnih matičnih celic: 
sposobnost samoobnove in diferenciacije v različne celične tipe ter zmožnost ustvarjanja 
mnogih celic potomk (Vescovi in sod., 2006), s čimer povzročajo znotrajtumorsko 
heterogenost (Dirkse in sod., 2019). GMC preživijo po terapiji v možganskem tkivu, saj 
imajo učinkovite mehanizme popravljanja DNK (Bao in sod., 2006) ter izražajo mehanizme 
rezistence na kemoterapevtike (Uribe in sod. 2017). Obsevanje celo povzroči porast odstotka 
označevalcev matičnih celic v tumorju (Bao in sod., 2006). GMC razvijejo odpornost na 
radioterapijo z zmanjšanjem stopnje apoptoze in aktivacijo kontrolnih točk, ki sprožijo 
zaustavitev celičnega cikla za popravilo poškodovane DNK. To omogoča preživetje GMC 
po terapiji in vodi v ponovno rast tumorja (Bao in sod., 2006). Zaradi svoje odpornosti na 
terapijo in zmožnosti povzročitve ponovitve bolezni so GMC idealne tarče za zdravljenje, 
saj bi odstranitev GMC izboljšala prognozo bolnikov z GB (Uribe in sod. 2017). 
 
Identifikacija GMC znotraj tumorja predstavlja izziv, saj vsebuje tumorska masa različne 
tipe celic, z različno stopnjo diferenciranosti. Posledično predstavlja iskanje specifičnih 
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označevalcev GMC pomembno področje raziskav (Uribe in sod. 2017). Prepoznavanje 
rakavih matičnih celic temelji na izražanju membranskih antigenov, pomembnih za tarčno 
terapijo (Dirkse in sod., 2019), ter izražanju transkripcijskih faktorjev. Znani celični 
označevalci GMC so: CD133, CD9, CD44, CD15, Olig2, Nestin, Musashi, Sox-2 in CXCR4 
(Uribe in sod. 2017). 
 
2.3 TUMORSKO MIKROOKOLJE 
 
Mikrookolje GB je sestavljeno iz različnih komponent zunajceličnega matriksa (ECM), 
topnih signalnih molekul, kot so kemokini in citokini, ter ne-rakavih celičnih komponent,  
kot so nevroni, astrociti, oligodendrociti, mezenhimske matične celice in endotelijske ter 




Slika 1: Mikrookolje glioblastoma (Roos in sod., 2017). 
Objavljeno pod licenco CC BY 4.0. Vsebina slike je bila slovenjena.  
 
ECM ima pomembno vlogo pri regulaciji razvoja in napredovanja tumorja. Strukturno oporo 
za tumorsko stromo nudi z nitastimi proteini, kot so elastin, kolagen in fibronektin ter 
proteoglikani, kot sta hondroitin sulfat in hialuronska kislina. To dinamično, kompleksno 
omrežje prispeva k medcelični komunikaciji med rakavimi celicami (Melzer in sod., 2016). 
Astrociti nudijo v možganih strukturno oporo in vzdržujejo homeostazo, v tumorskem 
mikrookolju pa imajo protumorsko funkcijo, saj izločajo dejavnike, ki vzdržujejo 
proliferacijo celic GB. Izločajo tudi matrikse metaloproteinaze (MMP), ki ustvarjajo ugodno 
okolje za invazijo tumorja. Tudi nevroni prispevajo k nastanku in širjenju tumorjev, saj z 
izločanjem mitogenih signalov spodbujajo celično proliferacijo (Tomaszewski in sod., 
2019). GMC se nahajajo ob tumorskem žilju, ki izloča protumorske signalne molekule. 
Število GMC, povezanih z žilami v tumorskem mikrookolju, korelira s stopnjo tumorja, pri 
čemer imajo tumorji višjih stopenj več GMC. GMC izločajo dejavnike, kot je vaskularni 
endotelijski rastni faktor (VEGF), ki pospešujejo angiogenezo (Roos in sod., 2017). Med 
dejavnike, ki jih izloča endotelij, pa spada dušikov oksid, ki utrjuje matične lastnosti GMC 
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2.3.1 Mikrookolje GMC in mezenhimske matične celice 
 
Matičnost GMC je tesno uravnavana z mikrookoljem GMC v specifičnih mikroanatomskih 
regijah znotraj tumorja, ki jih imenujejo niše GMC (Roos in sod., 2017). Niše GMC najdemo 
predvsem ob tumorskih žilah, saj endotelijske celice izločajo topne faktorje interlevkin 6 
(IL-6), dejavnik stromalnih celic 1 alfa (SDF-1α), Shh (angl. sonic hedghehog), VEGF in 
Notch, ki stimulirajo samoobnavljanje in proliferacijo GMC ter omogočijo njihovo 
zadrževanje v nišah (Hambardzumyan in Bergers, 2015). Hira in sod. (2018) so nedavno 
ugotovili, da so niše GMC prisotne v steni arteriol (tunica adventitia). GMC se na teh mestih 
ohranjajo in so zaščitene zaradi svojega mikrookolja (Breznik in sod., 2018). 
 
Mezenhimske matične celice (MMC) so multipotentne matične celice, ki se nahajajo v 
mnogih človeških organih, predvsem v perivaskularnih nišah, in omogočajo regeneracijo 
poškodovanih tkiv (Melzer in sod., 2016). Najdemo jih v kostnem mozgu, maščobnem tkivu, 
periferni krvi, pljučih (Barcellos-de-Souza in sod., 2013), srcu in prenatalnih tkivih, vključno 
s placento, amnijsko membrano in popkovino (Melzer in sod., 2016). V teh tkivih so MMC 
bodisi stalno prisotne bodisi se njihove zaloge obnavljajo z migracijami MMC iz kostnega 
mozga. MMC prepoznamo po teh lastnostih: (1) adherentnost na plastiko, (2) izražanje 
površinskih molekul, kot so CD73, CD90 in CD105 ter (3) zmožnost diferenciacije v 
osteoblaste, adipocite in hondrocite in vitro (Barcellos-de-Souza in sod., 2013).  
 
MMC se mobilizirajo v odziv na vnetja ali poškodbe, kjer sodelujejo pri popravljanju tkiv, 
uravnavanju delovanja matičnih celic in imunomodulaciji. Podobne funkcije imajo MMC 
tudi med razvojem tumorja (Melzer in sod., 2016). Tumorji sproščajo vnetne mediatorje, ki 
sprožijo mobilizacijo MMC iz kostnega mozga in njihovo migracijo po krvnem obtoku do 
tumorja (Barcellos-de-Souza in sod., 2013). Izjemen tropizem MMC do primarnih in 
metastatskih tumorjev so opazili pri skoraj vseh tipih raka (Lee in Hong, 2017).  
 
V nišah GMC ob arteriolah so tudi prisotne MMC (Hira in sod., 2019). MMC ohranjajo 
GMC v njihovih zaščitnih nišah, saj tako kot endotelijske celice proizvajajo kemoatraktivni 
protein SDF-1α, ki privlači GMC. SDF-1α namreč deluje kot ligand za receptor CXC tipa 4 
(CXCR4), ki ga izražajo GMC, s čimer je omogočeno ohranjanje matičnih celic v nišah 
(Breznik in sod., 2018). Endopeptidaza katepsin K (CatK), ki je v primerjavi z zdravim 
možganskim tkivom v GB povišano izražena, cepi in s tem inaktivira SDF-1α, kar povzroči 
migracijo GMC iz njihovih niš ter njihovo diferencirajo (Hira in sod., 2018). 
 
Hipoksija je ključen regulator preživetja tumorskih celic in ohranjanja njihove matičnosti v 
nišah. Matičnost spodbuja preko aktivacije genov, povezanih s samoobnovo in 
dediferenciacijo. Hipoksične niše tudi ščitijo GMC pred kemo- in radioterapijo 
(Hambardzumyan in Bergers, 2015). Eden poglavitnih razlogov, da se GMC in MMC v GB 
nahajajo ob arterijah, je hipoksija. Hipoksične niše GMC so bile odkrite izključno okoli 
arteriol, ne pa okrog venul ali kapilar. Hipoksične razmere okoli arteriole lahko razložimo z 
dejstvom, da so arteriole, tako kot venule, transportne žile, po katerih kri potuje na daljše 
razdalje, v primerjavi s kapilarami, kjer poteka izmenjava snovi. Tako je med arteriolami in 
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2.3.2 Vloga MMC pri raku in glioblastomu 
 
MMC so v tumorskem mikrookolju ključne, saj lahko inhibirajo ali spodbudijo rast 
tumorskih celic z različnimi medceličnimi interakcijami. Pri tem je treba poudariti, da so 
različni tipi interakcij zmeraj obojesmerni in imajo zato tumorske celice in MMC vzajemen 
vpliv  (Melzer in sod., 2016). Kljub temu da nekatere študije nakazujejo, da MMC zavirajo 
tumorsko rast in metastaziranje, so veliko številčnejše študije, ki kažejo, da MMC 
spodbujajo razvoj tumorjev. Stromalne celice tumorja sproščajo citokine, ki spodbujajo 
tumorsko rast, invazijo in odpornost na kemoterapijo in obsevanje (Lee in Hong, 2017). K 
spodbujanju rasti rakavih celic prispevata obnavljane tkiv in podpiranje angiogeneze, ki ju 
posedujejo MMC (Melzer in sod., 2016). Tumorsko rast MMC spodbujajo tudi z 
diferenciacijo v fibroblaste, povezane z rakom (angl. cancer-associated fibroblasts, CAF) 
(Fu in sod., 2018). CAF izločajo številne signalne molekule, ki spodbujajo celično 
proliferacijo, angiogenezo in invazijo (Melzer in sod., 2016). MMC vplivajo tudi na 
matičnost in diferenciacijo celic GB (Barcellos-de-Souza in sod., 2013).  
 
Obstaja več možnih mehanizmov, preko katerih MMC spodbujajo napredovanje raka in 
metastaze: neposredno delovanje na rakave celice, posredno delovanje na rakave celice ter 
imunoregulacijska aktivnost MMC (Lee in Hong, 2017). 
 
MMC s proizvajanjem citokina SDF-1α privabljajo celice GB v zaščitne niše preko signalne 
osi SDF-1α-CXCR4 (Hira in sod., 2018). V niši se celice GB dediferencirajo v GMC zaradi 
vplivov okolja niše, s čimer se GMC vzdržujejo in ohranjajo v stanju mirovanja, kar vodi v 
odpornost GMC na terapijo (Breznik in sod., 2017). MMC proizvajajo in izločajo tudi visoke 
ravni citokina interlevkina 6 (IL-6) v tumorsko mikrookolje (Arango-Rodriguez in sod., 
2015). IL-6 pripomore k vzdrževanju matičnosti GMC (Hossain in sod., 2015). MMC poleg 
signaliziranja z IL-6 subpopulacijo GMC povečajo tudi prek parakrinega signaliziranja z 
CXCL7 (kemokin 7, vsebujoč motiv CXC) (Lee in Hong, 2017), ki spodbuja tudi invazijo 
GMC (Arango-Rodriguez in sod., 2015). 
 
Med neposredne interakcije spada celična fuzija. Fuzija celic je bila opažena v številnih 
študijah sokultur MMC in različnih linij rakavih celic, vključno s celicami raka dojke, 
jajčnikov, pljuč, želodca (Melzer in sod., 2016) in GB (Vittori in sod., 2016 ter Oliveira in 
sod., 2018). Hibridi posedujejo lastnosti obeh izvorih celičnih tipov (MMC in rakavih celic); 
zanje sta značilni pospešena migracija in visoka mobilnost, ki sta lastnosti MMC, medtem 
ko je mehanizem premikanja hibridnih celic podoben kot pri rakavih celicah (Melzer in sod., 
2016). 
 
MMC stimulirajo angiogenezo v tumorjih s sproščanjem angiogenih dejavnikov. Ti 
dejavniki so vključeni v rekrutacijo endotelijskih celic, ki oblikujejo nove krvne žile. MMC 
se lahko tudi same diferencirajo v EC, kar izboljša tumorsko ožiljenost (Lee in Hong, 2017). 
 
MMC delujejo kot imunski regulatorji in zavrejo tako prirojen kot pridobljen imunski odziv 
(Lee in Hong, 2017). Zaradi modulacije imunskega sistema lahko tumorske celice uidejo 
imunskemu nadzoru in preživijo (Fu in sod., 2018). 
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2.3.3 Vpliv MMC na invazijo celic GB 
 
Pomembna značilnost GB je sposobnost infiltracije in invazije, celice GB migrirajo stran od 
prvotne tumorske mase preko možganskega parenhima, zbirajo se pod žilnico (notranjo 
možgansko ovojnico), okrog okoliških nevronov in krvnih žil ter migrirajo preko poti bele 
možganovine. Rezultat invazije posameznih celic je difuzno širjenje tumorskih celic 4-7 cm 
od prvotne tumorske mase in v regije možganov, ki so ključne za preživetje pacienta 
(Holland, 2000). Infiltracija celic GB preprečuje popolno kirurško odstranitev GB. Poleg 
tega so invazivni tipi celic bolj odporni na radioterapijo in kemoterapijo (Hayat, 2011). 
 
Proces invazije celice vključuje 5 korakov: (1) polarizacijo citoskeleta in tvorjenje izrastka, 
(2) pritrditev sprednjega dela celice na ECM preko adhezijskih molekul, (3) proteolizo ECM, 
ki jo povzročijo celične proteaze, (4) aktivacije miozina II, ki povzroči kontrakcijo celice ter 
(5) prekinitev adhezijskih vezi in premik celice (Friedl in Alexander, 2011). 
 
V literaturi so opisani različni vplivi MMC na invazijo GB  (Motaln in sod., 2012; Barcellos-
de-Souza in sod., 2013; Kološa in sod., 2015; Breznik in sod., 2017). Motaln in sod. (2012) 
so pokazali, da prisotnost MMC v posredni sokulturi in vitro zniža invazivni potencial treh 
različnih linij diferenciranih celic GB, kar so opazili tudi Nakamura in sod. (2004) v modelu 
in vivo. Nasprotno so Breznik in sod. (2017) pokazali, da MMC v neposredni sokulturi 
močno povečajo invazijo diferencirane linije celic GB U373 in vitro, kar pomeni, da lahko 
MMC tudi inducirajo prehod celic GB v bolj invazivni fenotip. MMC pospešijo invazijo 
celic GB s povečanjem izražanja proinvazivnih proteaz, kot so MMP in cisteinska proteaza 
katepsin B, v celicah GB (Breznik in sod., 2017). 
 
Za boljše razumevanje kontroverznih učinkov MMC na napredovanje tumorja, moramo 
upoštevati heterogenost celic GB ter kompleksne in raznolike procese znotraj mikrookolja 
GB, ki vplivajo na učinke MMC. Predvidevajo, da na učinke MMC vpliva hipoksija, sestava 
ECM, kislost tumorskega mikrookolja ter prisotnost vnetnih molekul. Ko vnesemo MMC v 
primarni tumor, je ravnovesje med pro- in anti-tumorskimi učinki MMC določeno prek 
sprememb v tumorskem mikrookolju (Barcellos-de-Souza in sod., 2013). 
 
2.4 MODELI ZA PREUČEVANJE NAPREDOVANJA GB 
 
Za preučevanje napredovanja raka in učinkovitosti novih protitumorskih pristopov so 
primerni večcelični tridimenzionalni (3D) modeli sferoidov (Breznik in sod., 2017). Sferoidi 
oz. celični agregati so sestavljeni iz matičnih celic, tumorskih celic malignih celičnih linij 
ali fragmentov človeških tumorjev (Yamada in Cukierman, 2007). Sferoidi so okrogli in v 
kulturi prosto plavajoči (Weiswald in sod., 2015). 
 
Konvencionalne dvodimenzionalne (2D) celične kulture ne morejo posnemati 
kompleksnosti in heterogenosti kliničnih tumorjev, saj so ti in vivo 3D strukture z 
organizacijo in arhitekturo, ki je 2D monosloji celičnih kultur ne morejo poustvariti. 
Primarne celične kulture v 3D so bolj reprezentativni modeli za poskuse in vitro, saj 
posnemajo kompleksnost tkiv in organov (Zanoni in sod., 2016). 
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Glavni parametri, ki vplivajo na tvorjenje 3D večceličnih sferoidov, so sestava gojišča, 
površina gojitvenih plastenk, gostota celic in čas tvorjenja sferoidov (Weiswald in sod., 
2015). Tumorski sferoidi nastanejo iz suspenzije posameznih celic v gojišču. Z 
zagotavljanjem pogojev, pri katerih so adhezivne sile med celicami večje kot tiste med 
celicami in substratom, na katerem so gojene, preprečimo tumorskim celicam pritrjanje na 
dno gojitvenih plošč. Pri tem vzpodbudimo medcelično adhezijo, ki vodi v tvorbo ovalnih, 
kompaktnih sferoidnih struktur (slika 2). Pritrjanje na podlago lahko preprečimo z uporabo 




Slika 2: Shema nastanka kompaktnih sferoidov. 
Pri ne-adherentnih pogojih se iz suspenzije posameznih celic tvorijo kompaktni sferoidi (Weiswald in sod., 
2015. Objavljeno pod licenco CC BY-NC-ND 3.0. Besedilo je bilo slovenjeno). 
 
Prehod med celičnimi kulturami in vitro in živalskimi modeli predstavlja kritični korak v 
translacijski onkologiji (Breznik in sod., 2017). 3D kulture in vitro zapolnjujejo vrzel med 
konvencionalnimi 2D testi in vitro in živalskimi modeli. Pred začetkom poskusov na živalih 
je zaželena uporaba 3D celičnih modelov  (Zanoni in sod., 2016). V preglednici (preglednica 
2) so prikazane ključne prednosti in slabosti večceličnih sferoidnih 3D modelov. 
 
Preglednica 2: Prednosti in slabosti večceličnih sferoidnih 3D modelov (Yamada in Cukierman, 2007). 
Prednosti: 
• Celična morfologija in signalizacija sta bolj podobni fiziološkim pogojem kot v 2D celičnih kulturah. 
• Omogočajo hitro eksperimentalno manipulacijo.  
• V primerjavi z živalskimi modeli omogočajo enostavnejše opazovanje z mikroskopom, v realnem 
času. 
Slabosti: 
• Odsotnost žilja, normalnega transporta majhnih molekul (krvno-možganska bariera), odzivov 
gostiteljevega imunskega sistema in drugih medceličnih interakcij. 
 
2.4.1 Cebrice (Danio rerio) kot modelni organizem za študije glioblastoma 
 
Znano je, da so rakava obolenja posledica kompleksnih interakcij rakavih celic z njihovim 
mikrookoljem in celotnim organizmom, zato je treba celične in tkivne modele raka in vitro 
komplementirati z modeli in vivo (Vittori in sod., 2015). 
 
Miši so tradicionalni modelni organizmi za proučevanje rakavih obolenj (Letrado in sod., 
2018), kljub temu pa vse pogosteje kot model za napredovanje tumorja in v iskanju novih 
terapevtskih pristopov uporabljajo ribe cebrice (Danio rerio) (Vittori in sod., 2015). Gre za 
tropske sladkovodne ribe, ki naseljujejo reke himalajske regije južne Azije. Cebrice spadajo 
med ribe kostnice in jih uvrščajo v družino Cyprinidae (pravi krapovci) (Khan in 
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Alhewairini, 2018). Prvi jih je kot biološki model uporabil George Streisinger na Univerzi v 
Oregonu leta 1970 zaradi enostavnejšega dela z njimi in preprostejše genetske manipulacije 
v primerjavi z mišmi. Streisingerjevi sodelavci, še posebej Chuck Kimmel, so začeli 
uporabljati zarodke cebric za študije razvoja živčnega sistema (Khan in Alhewairini, 2018).  
 
Model cebric poseduje edinstvene prednosti, zaradi katerih so postale vsestransko 
uporabljeno orodje v raziskavah. Imajo številčno potomstvo, kar omogoča visoko 
zanesljivost pri statistični analizi na račun velikega števila podatkov (Letrado in sod., 2018). 
Zarodki cebric so priročni, saj njihov razvoj poteka zunaj starševskih osebkov in jih 
posledično zlahka opazujemo med celotnim razvojnim procesom (Kimmel in sod., 1995). 
Zaradi prosojnosti njihovih teles lahko med poskusi enostavno opazujemo procese v živih 
zarodkih. Razvoj zarodkov je zelo hiter, v stadiju blastule so 3 h, gastrulacija pa traja 5 h 
(Khan in Alhewairini, 2018). Po 48 h imajo zarodki že končno razvit živčni sistem, 
funkcionalna obtočila in so gibljivi (Kimmel in sod., 1995). Po 72 h se zarodki izležejo. 
Cebrice imajo veliko fizioloških in genetskih podobnosti z ljudmi, vključno z značilnostmi 
možganov. Biologija raka je v obeh skupinah organizmov podobna. Kemično inducirani 
tumorji pri cebricah in ljudeh so histopatološko podobni, pri cebricah in ljudeh so 
identificirani tudi ortologi onkogenov in tumor supresorskih genov (Khan in Alhewairini, 
2018). 71 % človeških proteinov in 82 % proteinov, ki so povezani z boleznimi pri ljudeh, 
ima ortologe pri cebricah (Letrado in sod., 2018). Stroški gojenja in vzdrževanja so bistveno 
nižji v primerjavi s sesalčjimi modeli. Cebrice privzemajo molekule, ki so raztopljene v vodi, 
kar olajša vnos potencialnih zdravil in drugih snovi v njihova telesa. Zaradi majhnosti so 
primerne za vzdrževanje na ploščah z več vdolbinicami. Poleg tega je delo z zarodki cebric 
etično manj problematično od dela z glodavci (Vittori in sod., 2015). 
 
Eksperimentalni model zarodkov cebric omogoča ponovljive in cenovno ugodne študije 
predvsem pa neposredno opazovanje napredovanja tumorjev z ločljivostjo na nivoju 
posameznih celic v realnem času (Armatruda in sod., 2002). Poleg vizualizacije na nivoju 
posameznih celic omogočajo zarodki cebric opazovanje istega tumorja daljše časovno 
obdobje, pri čemer živali ni treba usmrtiti za posamezno analizo tumorja (Welker in sod., 
2016). 
 
Kljub številnim prednostim uporabe zarodkov cebric, ima ta model nekatere omejitve. 
Zaradi filogenetske oddaljenosti med cebricami in sesalci je mikrookolje vstavljenih 
človeških celic v cebricah drugačno, kot v človeku. Vzrok za razlike je predvsem odsotnost 
nekaterih organov ter nerazvitost tkiv zarodkov. Mielinski  ovoji se v osrednjem živčnem 
sistemu cebric razvijajo v obdobju 4-7 dni po fertilizaciji (dpf), kar vpliva na invazijo 
vstavljenih celic GB. Krvno-možganska bariera se razvije šele 3 dpf in še naslednjih 7 dni 
ostaja nedozorela, kar je pomembno pri preučevanju učinkov zdravil (Vittori in sod., 2015). 
 
2.4.1.1 Ksenotransplantacija celic glioblastoma 
 
Ksenotransplantacija je proces implantacije živih celic ene vrste v drugo vrsto (Letrado in 
sod., 2018). Ksenotransplantacijo v zarodke cebric kot model GB lahko uporabimo za študije 
celičnih procesov, vključenih v invazijo celic GB in interakcij med celicami GB z drugimi 
stromalnimi celicami (Vittori in sod., 2016). Za ksenotransplantacijo rakavih celic je treba 
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celice, izolirane iz tumorjev, gojiti v kulturi, jih označiti, da jih lahko razločimo od tkiva 




Slika 3: Shema postopka ksenotransplantacije (Vittori in sod., 2015).  
 
Celice, ki jih injiciramo, moramo obarvati z barvili ali v njih izraziti fluorescenčne proteine 
(Letrado in sod., 2018). Možnost fluorescenčne mikroskopije omogoča opazovanje 
napredovanja tumorja v zarodkih cebric v realnem času (Vittori in sod., 2015). Membranska 
barvila, kot so lipofilni karbocianini (DiI), se rutinsko uporabljajo za spremljanje celic 
(Letrado in sod., 2018). Slabost uporabe fluorescenčnih barvil je zmanjševanje jakosti 
fluorescence med poskusom, kar onemogoča kvantifikacijo celične proliferacije na podlagi 
intenzitete fluorescence. Prav tako lahko fluorescenčna barvila prehajajo na druge celice. 
Nasprotno je fluorescenca endogenih fluorescenčnih proteinov bolj stabilna in korelira s 
številom celic, kar omogoča kvantifikacijo proliferacije z meritvijo intenzitete fluorescence 
(Vittori in sod., 2015). 
 
Pigmentacija ovira mikroskopsko opazovanje, saj pigmenti zarodka zakrijejo oddano 
fluorescenco označenih celic. Samo zarodki cebric brez pigmentov omogočajo kvantitativno 
fluorescenčno opazovanje vstavljenih celic. Sintezo melanina v zarodkih lahko inhibiramo 
z uporabo nizkih koncentracij feniltiouree (PTU) (Vittori in sod., 2015). 
 
Zaradi majhnosti zarodkov cebric lahko vstavimo le nekaj sto rakavih celic na zarodek. 
Vstavljanje manjšega števila celic naj bi odsevalo razvoj tumorja v zgodnjem stadiju (Vittori 
in sod., 2015). 
 
Ena od glavnih pomanjkljivosti ksenotransplantacije je imunsko zavračanje vnesenih 
tumorskih celic (Letrado in sod., 2018). Temu problemu se z uporabo modela zarodkov 
cebric izognemo, saj njihov pridobljen imunski sistem dozori šele pri 3-4 tednih po 
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fertilizacji, zato imunosurpresija ni potrebna. Dodatna prednost je tudi ta, da zarodkov ni 
treba hraniti, saj dobijo hranila iz rumenjakove vrečke (Vittori in sod., 2015). 
 
Model cebric je relativno nov, zato metodologija še ni standardizirana. Različni inkubacijski 
pogoji, kot so temperatura inkubacije in sestava gojišča, se med različnimi laboratoriji 
razlikujejo (Vittori in sod., 2015). Človeške celice optimalno rastejo pri temperaturi 37 °C, 
kar odraža telesno temperaturo ljudi. Cebrice se v svojem naravnem okolju najbolje razvijejo 
pri temperaturah nižjih od 30 °C. Zaradi teh razlik v temperaturi so Geiger in sod. (2008) 
optimizirali temperaturo, primerno tako za normalen razvoj zarodkov kot za rast in 
proliferacijo celic GB. Najvišje preživetje zarodkov je pri temperaturah, nižjih od 32 °C, 
medtem ko značilnih razlik v preživetju celic GB nad temperaturo 28 °C niso ugotovili 
(Geiger in sod., 2008). Enako so za celično linijo melanoma pokazali Lee in sod. (2005), 
zato zarodke po injiciranju inkubiramo pri temperaturi 31 °C (Geiger in sod., 2008). 
 
Rak v zarodkih cebric napreduje hitreje kot pri odraslih ribah. Tumorji se pri zarodkih tvorijo 
že en dan po implantaciji. Odrasle cebrice sicer predstavljajo bolj realističen model in vivo, 
saj so vsi njihovi organi in imunski sistem že razviti, vendar potrebujejo za razvoj tumorja 
do en mesec (Letrado in sod., 2018). Trajanje opazovanja pri zarodkih cebric je bistveno 
krajše kot pri ostalih modelih. Celoten proces invazije je možno jasno spremljati tri dni 
(Yang in sod., 2013). Celice običajno injiciramo 2 dpf, ko zarodki cebric razvijejo vse svoje 
glavne organske sisteme, spremljanje celične invazije pa končamo 5 dpf (Vittori in sod., 
2015).  
 
Pri cebricah se CŽS začne razvijati zelo zgodaj, 9 h po fertilizaciji (Vittori in sod., 2015). 
Dva dpf so možgani, hrbtenjača, oči in notranje uho že dobro razviti. CŽS je pri zarodkih 
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Slika 4: konfokalna slika zarodka cebrice 3 dni po fertilizaciji.  
Prikazana je relativna velikost in anatomija CŽS. Možgani so ena od največjih struktur telesa zarodka, kar 
olajša implantacijo celic GB. Merilo 200 μm (Vittori in sod., 2015). 
 
Model zarodkov cebric je vmesen med celičnimi študijami in vitro in živalskimi modeli 
(Eden in sod., 2014). Nudi vmesno zmogljivost, saj je delo zahtevnejše in dolgotrajnejše kot 
pri poskusih in vitro, vendar je hitrejše in etično manj sporno kot poskusi na živalih. Model 
zarodkov cebric ponuja možnost proučevanja heterogenosti rakavih celic in interakcij med 
rakavimi in stromalnimi celicami, pri čemer lahko v zarodek sočasno vnesemo in spremljajo 
dve različno fluorescenčno označeni celični liniji. Takšen pristop lahko uporabimo za 
analizo medceličnih interakcij pri napredovanju tumorja (Vittori in sod., 2015). 
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Za delo s celičnimi kulturami in zarodki cebric smo uporabili kemikalije, navedene v 
preglednici 3. 
 
Preglednica 3: Seznam uporabljenih kemikalij. 
Kemikalija Proizvajalec 
Agaroza z nizkim tališčem Invitrogen  
Mešanica antibiotikov penicilina in streptomicina, 10 000 U/mL Sigma-Aldrich 
B-27 Gibco, #17504-044 
bFGF, 20 ng/mL Gibco, #13256029 
Fluorescenčno barvilo Cell Tracker Orange CMTMR  Invitrogen, #C2927 
DMSO  Honeywell, #41640-1L 
EGF, 20 ng/mL Gibco, OHG0311L 
FBS Gibco, #10500-064 
Geneticin, 1 µg/mL Gibco 
Gojišče DMEM z nizko vsebnostjo glukoze Sigma-Aldrich, #D5921 
Nevrobazalno gojišče (NBE) Gibco 
Heparin, 1 U/mL Sigma, H3149-10KU 
L-glutamin, 20 mM Sigma, #G7513 
Matrigel Becton Dickinson 
Metilceluloza Sigma 
Metil zeleno Sigma 
Natrijev piruvat 100 mM Gibco 
Trikain Sigma-Aldrich E10521-50G 
0,4 % Tripan modro  Sigma, T8154 
0,25 % Tripsin z EDTA Gibco, #25200-056 
DPBS Gibco, #14200-067 
PFA Sigma 
PTU Sigma-Aldrich, #P7629 
Urea Sigma 
Glicerol Kemika Zagreb 
Fluorescenčno barvilo Vybrant DiI  Invitrogen, #V22885 
 
3.1.2 Gojišča in raztopine 
 
Za gojenje celic NCH421k eGFP smo potrebovali gojišče z ustrezno mešanico soli, hranil, 
antibiotikov in rastnih faktorjev (preglednica 4). 
 
Preglednica 4: Sestava gojišča za GMC z geneticinom. 
Sestavine Končna koncentracija 
Nevrobazalno gojišče / 
L-glutamin 20 µM/mL 
Penicilin/Streptomicin 10 000 U/mL 
B-27 2 % v/v 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice št. 4: Sestava gojišča za GMC z geneticinom. 
 
bFGF 20 ng/mL 
EGF 20 ng/mL 
Heparin 1 U/mL 
Geneticin 1 µg/mL 
 
MMC2 smo gojili v gojišču za MMC z 10 % fetusnim serumom goveda (FBS) 
(preglednica 5). 
 
Preglednica 5: Sestava gojišča za MMC (z 10 % FBS). 
Sestavine Založna koncentracija Končna koncentracija Volumen za 50 mL 
medija [mL] 
DMEM / / 43 
FBS / 10 % (v/v) 5 
L-glutamin 200 mM 2 mM 0,5 
Penicilin/Streptomicin 100x 1x 0,5 
Raztopina ne-
esencialnih aminokislin 
100x 1x 0,5 
Natrijev piruvat 100x 1x 0,5 
 
Za barvanje MMC2 smo potrebovali gojišče za MMC brez FBS (preglednica 6). 
Preglednica 6: Sestava brezserumskega gojišča za gojenje MMC. 
Sestavine Založna koncentracija Končna koncentracija Volumen za 50 mL 
gojišča [mL] 
DMEM / / 48 
FBS / / 0 
L-glutamin 200 mM 2 mM 0,5 
Penicilin/Streptomicin 100x 1x 0,5 
Raztopina ne-
esencialnih aminokislin 
100x 1x 0,5 
Natrijev piruvat 100x 1x 0,5 
 
Za poskuse gojenja sokultur GMC in MMC smo potrebovali gojišče za MMC z nižjo 
vsebnostjo FBS (preglednica 7). 
Preglednica 7: Sestava gojišča za MMC z 2 % FBS. 
Sestavine Založna koncentracija Končna koncentracija Volumen za 50 mL 
gojišča [mL] 
DMEM / / 47  
FBS / / 1 
L-glutamin 200 mM 2 mM 0,5 
Penicilin/Streptomicin 100x 1x 0,5 
Raztopina ne-
esencialnih aminokislin 
100x 1x 0,5 
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3.2.1 Potek dela 
 
V sklopu magistrskega dela smo preučevali interakcije med linijo GMC NCH421k eGFP in 
MMC linijo MMC2 s spremljanjem rasti in invazije GMC in MMC z dvema 
eksperimentalnima modeloma (slika 5): 
1. s 3D celičnimi kulturami (sferoidi) GMC, MMC in njihovih sokultur in vitro;  
2. s ksenotransplantacijo GMC, MMC in njihovih mešanic v možgane zarodkov cebric. 
S pretočno citometrijo smo preverili homogenost fluorescence celic NCH421k eGFP.  
Optimizirali smo sestavo gojišča za gojenje sokultur GMC in MMC ter optimizirali pripravo 
3D sferoidov celičnih sokultur. Z uporabo fluorescenčne mikroskopije in programa za 
analizo slik smo izmerili velikost in invazijo sferoidov sokultur in monokultur in jih 
primerjali. 
Sledilo je preučevanje interakcije med GMC in MMC v zarodkih rib cebric. Fluorescenčno 
označene tumorske celice smo skupaj s fluorescenčno označenimi celicami MMC2 injicirali 
v možgane zarodkov rib dva dneva po oploditvi. Z uporabo fluorescenčne mikroskopije in 
analize slike smo izmerili površino in invazijo celične mase 1 dan in 3 dni po injiciranju. 
Rezultate sokultur celic smo primerjali z monokulturami injiciranih GMC oz. MMC. 
Zarodke z injiciranimi celicami smo ob koncu poskusa fiksirali ter lokacijo celične mase 
prikazali v treh dimenzijah s konfokalnim mikroskopom. 
 
 
Slika 5: Shema poteka dela. 
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3.2.2 Celične linije 
 
3.2.2.1 Glioblastomska celična linija NCH421k eGFP 
 
Celice smo pridobili iz celične banke Nacionalnega inštituta za biologijo. Celice NCH421k 
eGFP so GMC, ki so bile predhodno genetsko modificirane za izražanje zelenega 
fluorescenčnega proteina (eGFP) (slika 6). Če izražajo gen za eGFP, celice pod modro 
vzbujevalno svetlobo svetijo zeleno. Ekscitacijski maksimum eGFP je pri 488 nm, emisijski 
pa pri 507 nm (Tsien, 1998). Celice NCH421k eGFP že po dveh dneh tvorijo celične 




Slika 6: Glioblastomske matične celice NCH421k eGFP.  
(A) Fluorescenčna mikroskopija s setom filtrov FITC, (B) fazni kontrast, (C) združena slika. Merilo: 100 µm. 
 
3.2.2.2 Mezenhimske matične celice 
 
Humane MMC, ki smo jih uporabili, so bile izolirane iz kostnega mozga. So adherentne, kar 
pomeni, da na gojitvenih ploščah rastejo pritrjene na podlago. Rastejo v monosloju in so 
podolgovate oblike z izrastki (slika 7). MMC lahko v kulturah gojimo do 10. pasaže, pri 
kateri še ne izgubijo proliferativne kapacitete, telomerazne aktivnosti in zmožnosti 
diferenciacije (Melzer in sod., 2016).  
 
Slika 7: Mezenhimske matične celice. 
Slikali smo jih z invertnim mikroskopom in faznim kontrastom 4. dan po nasaditvi celic. Merilo: 100 µm. 
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3.2.3 Preverjanje fluorescence celic NCH421k eGFP 
 
Pred začetkom izvajanja poskusov smo preverili homogenost fluorescence celic NCH421k 
eGFP. Z uporabo pretočnega citometra (MACSQunat Analyzer 10, Miltenyi Biotec) in s 
programsko opremo FlowJo (Becton, Dickinson & Company) smo primerjali fluorescenco 
celic NCH421k eGFP in kontrolo - celicami NCH421k divjega tipa, ki ne izražajo zelenega 
fluorescenčnega proteina ter preverili, če vse celice NCH421 eGFP v populaciji fluorescirajo 
enako močno. 
3.2.4 Gojenje celičnih linij GMC in MMC 
 
Celice smo gojili v gojitvenih plastenkah T25 (površine 25 cm2) in T75 (površine 75 cm2), 
v celičnem inkubatorju (Sanyo) pri temperaturi 37 °C ter atmosferi nasičeni z vlago (95 % 
vlažnost) in s 5 % CO2. V gojitvene plastenke T25 smo precepljali po 1x10
6 celic NCH421k 
eGFP, v gojitvene plastenke T75 pa od 375.000 do 600.000 celic MSC2. Delali smo s 
celicami nižjih pasaž, saj se matične celice višjih pasaž že lahko diferencirajo. 
Gojišča in raztopine smo hranili v hladilniku na 4 °C. Pred uporabo smo jih ogreli na 37 °C 
v vodni kopeli. 
 
3.2.4.1 Menjava gojišča 
 
Celicam smo na 2-3 dni zamenjali gojišče, s čimer smo omogočili njihovo optimalno rast. V 
gojitvene plastenke T75 smo dodajali 10 mL gojišča, v gojitvene plastenke T25 pa 5 mL. 
3.2.4.2 Precepljanje celic 
 
MMC po približno petih dneh prerastejo 80-90 % površine in jih je treba precepiti. Najprej 
smo odstranili gojišče in dodajali PBS, nato smo pufer odstranili in dodali tripsin. Gojitveno 
plastenko smo za 3-5 min prestavili v inkubator na 37 °C, da so se adherentne celice odlepile 
od podlage. Ko so se celice odlepile, smo za inaktivacijo tripsina dodali dvakrat toliko 
svežega gojišča za MMC. Celično suspenzijo smo prenesli v centrifugirko s prostornino 15 
mL in centrifugirali 5 min na sobni temperaturi pri 1000 obratih na min (rpm). Nato smo 
odstranili supernatant in peletu celic dodali 1 mL svežega gojišča. Sledilo je štetje celic in 
prenos ustreznega števila celic v novo gojitveno plastenko. 
GMC tvorijo agregate celic in plavajo v gojišču. Ko so bili celični agregati dovolj veliki in 
gosti (približno po petih dneh, ko dosežejo velikost 200 µm), smo celice precepili. Najprej 
smo s stripeto prestavili celice iz gojitvenih plastenk v centrifugirke in jih centrifugirali 3 
min pri 900 rpm. Nato smo odstranili toliko supernatanta, da nam je v centrifugirki ostal 
primerno mejhen volumen (3 mL) za nadaljnje mehansko ločevanje celičnih agregatov z 
večkratnimi potegi suspenzije v nastavek 5 mL avtomatske pipete. Po približno 15 s 
ločevanja celic smo nad belo podlago preverili, če so se celični agregati razbili. Sledilo je 
štetje celic in prenos ustreznega števila celic v novo gojitveno plastenko. 
Kadar smo dobili pri precepljanju večje število celic, kot smo jih potrebovali za nasajanje v 
nove gojitvene plastenke, smo višek celic zamrznili v gojišču za zamrzovanje celic 
(preglednica 8). 
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Preglednica 8: Sestava gojišča za zamrzovanje MMC in GMC. 
Gojišče za zamrzovanje MMC Gojišče za zamrzovanje GMC 
10 mL DMEM 3 mL NBE gojišča 
10 mL FBS 1 mL FBS 
5 mL DMSO 1 mL DMSO 
 
3.2.4.3 Štetje celic 
 
Celice je treba pred nasajanjem v nove gojitvene plastenke zmeraj prešteti, kar smo naredili 
z uporabo hemocitometra in barvanja s tripan modrim. Ker tripan modro obarva mrtve celice, 
živih pa ne, na ta način določimo število živih celic. 
 
3.2.5 Gojenje sokultur 
 
3.2.5.1 Optimizacija gojišča za poskuse sokultur 
 
GMC in MMC potrebujejo za rast različna gojišča, zato smo morali za gojenje sokultur teh 
celic optimizirati gojišče, ki bi omogočal rast obojih. Za optimizacijo gojišča smo celice 
NCH421k eGFP gojili na ploščah s 6 vdolbinicami v: 
- gojišču za GMC, 
- gojišču za GMC in gojišču za MMC z 2 % FBS v razmerju 1 : 1 (mešano gojišče), 
- gojišču za MMC z 2 % FBS. 
 
Celice MMC smo gojili na ploščah s 6 vdolbinicami v: 
- gojišču za MMC (z 10 % FBS), 
- gojišču za MMC z 2 % FBS, 
- gojišču za GMC in gojišču za MMC z 2 % FBS v razmerju 1 : 1 (mešano gojišče), 
- gojišču za GMC. 
 
Rast celic v različnih gojiščih smo teden dni opazovali s fluorescenčnim mikroskopom 
Eclipse Ti (Nikon) in jih sproti slikali. Spremljali smo rast, obliko, velikost in diferenciranost 
celic. 
3.2.5.2 Barvanje celic MMC z barvilom Vybrant DiI za poskuse in vitro 
 
Barvilo Vybrant DiI enovito fluorescenčno označi celice, kar omogoči njihovo identifikacijo 
oz. vizualizacijo. Barvilo Vybrant DiI ima absorbcijo pri 549 nm ter emisijo fluorescence 
pri 565 nm (Molecular Probes, 2011).  
Postopek barvanja celic MMC je potekal v naslednjih korakih: 
- Najprej smo v 15 mL centrifugirko z ustreznim številom celic (500.000 celic MMC) 
dodali 5 mL PBS. 
- Sledilo je centrifugiranje 5 min pri 1000 rpm in odstranjevanje supernatanta. 
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- Celičnemu peletu smo dodali 500 µL brezserumskega gojišča MMC. 
- Nato smo dodali barvilo Vybrant DiI v koncentraciji 5 M. 
- Sledila je 30 min inkubacija pri 37 °C v celičnem inkubatorju. 
- Postopek smo zaključili s spiranjem obarvanih celic: dodali smo 5 mL PBS in 
centrifugirali 5 min pri 1500 rpm. Spiranje smo trikrat ponovili. 
 
3.2.6 Priprava sferoidov 
 
Sferoide smo pripravili na plošči s 96 vdolbinicami z zaobljenim dnom v obliki črke U 
(Falcon). Za približno 400 µm velike sferoide je bilo treba nasaditi 4000 celic na vdolbinico. 
Vsi sferoidi so bili enake velikosti in so vsebovali enako število celic. Pripravljali smo 
sferoide GMC oz. MMC (monosferoidi iz ene vrste celic) ter sferoide sokultur GMC in 
MMC v razmerjih 1 : 1 in 3 : 1 (mešani sferoidi iz različnih vrst celic) (slika 8). Za pripravo 




Slika 8: Shema 3D sferoidov: monosferoidi GMC in MMC ter sferoidi sokultur v razmerju 1 : 1 in 3 : 1. 
 
3.2.6.1 Sferoidi v metilcelulozi 
 
V prvem koraku smo pripravili sferoide v 4 % metilcelulozi, raztopljeni v nevrobazalnem 
gojišču, ki pomaga pri kompaktiranju celic v sferoid, in preverjali njene vplive na tvorjenje 
in kompaktnost sferoidov GMC, MMC in sokultur. 
 
Pripravili smo 10 sferoidov za posamezni pogoj. V posamezno vdolbinico na gojitveni plošči 
s 96 vdolbinicami smo dodali 100 µL celične suspenzije v gojišču z 4 % metilcelulozo. V 
tem volumnu je bilo 4000 celic.  Plošče smo centrifugirali 1,5 h pri 24 °C, in 2755 rpm. S 
tem smo omogočili, da so se vse celice zbrale na dnu vdolbinice in tvorile le en sferoid (slika 
9). Sferoidi so se dokončno oblikovali po treh dneh, nato smo jih uporabili za poskuse 
invazije. 
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Slika 9: Priprava sferoidov na plošči s 96 vdolbinicami, z zaobljenim dnom v obliki črke U (Vinci in sod., 
2012). 
Objavljeno pod licenco CC BY 2.0. 
 
3.2.6.2 Sferoidi v Matrigelu 
 
V drugem koraku smo pripravili sferoide v Matrigelu. Matrigel je komercialno ime za 
ekstrakt zunajceličnega matriksa, izoliranega iz mišjega sarkoma. Glavne proteinske 
komponente Matrigela so laminin, kolagen IV, enaktin in rastni faktorji (Hughes in sod., 
2010). Matrigel tako posnema ECM v tumorjih in vivo. Preverili smo njegove učinke na 
tvorjenje in kompaktnost sferoidov GMC, MMC in sokultur. Delo z Matrigelom je potekalo 
na ledu. Postopek priprave sferoidov je bil enak kot za sferoide v metilcelulozi, le da smo 
namesto metilceluloze uporabili 2,5 % Matrigel. 
 
3.2.6.3 Sferoidi na ploščah, prevlečenih s PolyHEMA 
 
V tretjem koraku smo ugotavljali, ali se sferoidi bolje kot na površini iz polistirena tvorijo 
na ploščah, prevlečenih s PolyHEMA (poli-(2-hidroksietil metakrilat)), ki naj bi 
preprečevala pritrjanje celic na podlago. Pripravili smo 5 sferoidov v metilcelulozi in 5 
sferoidov v Matrigelu za posamezen pogoj. Število celic v posameznih sferoidih je bilo 
enako kot pri pripravi v metilcelulozi (točka 3.2.6.1). Po 100 µL celične suspenzije za 
posamezni pogoj z metilcelulozo oz. Matrigelom smo nanesli v gojitvene plošče s 96 
vdolbinicami, prevlečenimi s PolyHEMA. Sledilo je cntrifugiranje kot pri ostalih metodah 
priprave sferoidov. 
 
3.2.7 Meritve velikosti sferoidov v metilcelulozi 
 
Dan po nasaditvi sferoidov smo začeli z mikroskopijo. Sferoide smo slikali s  fluorescenčnim 
mikroskopom, pri čemer smo uporabili fazni kontrast, set filtrov FITC za vizualizacijo GMC 
in set filtrov TRITC za vizualizacijo MMC. Z uporabo programske opreme NIS-Elements 
(Nikon) smo na slikah hkrati pomerili površino monosferoidov GMC oz. MMC ter sokultur 
sferoidov GMC in MMC v razmerju 1 : 1 in 3 : 1, s čimer smo določili njihovo velikost. 
Površino smo merili na vsaka 2-3 dni. 
 
3.2.8 Meritve invazije celic v 3D 
 
Določanje celične invazije je potekalo tako, da smo 3. dan po pripravi sferoidov v 
metilcelulozi (opisani v točki 3.2.6.1) iz vsake vdolbinice na gojitveni plošči s 96 
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vdolbinicami z dnom v obliki črke U najprej odvzeli 50 µL gojišča, nato pa dodali 50 µL 




Slika 10: Shema 3D invazije v Matrigelu (Vinci in sod., 2012). 
Objavljeno pod licenco CC BY 2.0. Slika je bila slovenjena. 
 
Sferoide smo inkubirali v celičnem inkubatorju na 37 °C. Invazijo smo merili s 
fluorescenčnim mikroskopom in programsko opremo NIS-Elements. Pri tem smo uporabili 
fazni kontrast ter set filtrov FITC oz. TRITC in 4 x objektiv. Merili smo na 1., 4., 6. ter 8. 
dan po dodatku Matrigela. 
Invazijo smo kvantificirali s pomočjo programa ImageJ (Abramoff in sod., 2004), ki 
omogoča merjenje premera in površine sferoidov ter meritve invazivne površine (angl. 
invasive area) na slikah, posnetih s faznim kontrastom ali s fluorescenčno mikroskopijo. 
Kvantitativno analizo slik sferoidov smo izvedli po protokolu Moriconi in sod. (2017). 
Postopek kvantifikacije je potekal tako, da smo v prvem koraku izmerili premer jedra 
sferoida v x-osi in y-osi in izračunali povprečje obeh premerov (v µm). V naslednjem koraku 
smo izmerili površino jedra sferoida (v µm2). V tretjem koraku smo izmerili površino 




Slika 11: Primer kvantifikacije invazije pri sferoidih iz GMC in MMC s programom ImageJ. 
A) Meritev površine jedra sferoida in B) invazivne površine brez jedra sferoida. 
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Invazijo smo definirali kot relativno površino invadirajočih celic (v µm2) glede na povprečni 
premer jedra sferoida (v µm) (enačba 1): 
𝐼𝑛𝑣𝑎𝑧𝑖𝑗𝑎 (𝐴. 𝐸. ) =
𝑖𝑛𝑣𝑎𝑧𝑖𝑣𝑛𝑎 𝑝𝑜𝑣𝑟š𝑖𝑛𝑎
𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟𝑒č𝑛𝑖 𝑝𝑟𝑒𝑚𝑒𝑟 𝑗𝑒𝑑𝑟𝑎 𝑠𝑓𝑒𝑟𝑜𝑖𝑑𝑎 
 … (1) 
(A.E.) arbitrarna enota 
 
3.2.9 Optimizacija barvanje MMC za poskuse in vivo 
 
CellTracker Orange je fluorescenčno barvilo z oranžnim spektrom emisije (maksimum pri  
576 nm ob vzbujanju z 488 nm) in se ohrani v celicah tudi po fiksaciji zarodkov. Za 
optimizacijo barvanja MMC2 smo testirali koncentracije barvila med 5 in 25 µM ter čas 
inkubacije 30 in 60 min. 
Priprava delovne koncentracije barvila: 
- Pred odprtjem barvila CellTracker Orange v prahu smo ga ogreli na sobno 
temperaturo. 
- Barvilo smo raztopili v DMSO v koncentraciji 10 mM. 
- Pripravili smo 3 delovne koncentracije barvila: 5 µM, 15 µM in 25 µM (preglednica 
9), tako da smo barvilo redčili z brezserumskim gojiščem za MMC. 
- Delovne koncentracije CellTracker Orange smo segreli na 37 °C. 
 
Preglednica 9: Pogoji za optimizacijo barvanja MMC z barvilom CellTracker Orange. 
Delovna koncentracija barvila Čas inkubacije 
1. kontrola / 
2. 5 µM koncentracija 30 min 
3. 5 µM koncentracija 60 min 
4. 15 µM koncentracija 30 min 
5. 15 µM koncentracija 60 min 
6. 25 µM koncentracija 30 min 
7. 25 µM koncentracija 60 min 
 
Protokol barvanja celic v suspenziji: 
- Precepili smo MMC2. Za vsakega od 7 pogojev smo v 15 mL centrifugirke pripravili 
200.000 celic MMC.  
- Celice smo sprali z PBS (5 mL) in jih centrifugirali 5 min pri 1000 rpm. 
- Nato smo dodali 500 µL raztopine barvila k ustreznemu pogoju (preglednica 9). 
- Tako pripravljene suspenzije smo inkubirali 30 oz. 60 min v celičnem inkubatorju 
pri  37 °C. 
- Po inkubaciji smo obarvane celice 2x sprali s  PBS (5 mL) in jih centrifugirali 5 min 
pri 1000 rpm. Odstranili smo supernatant ter na koncu dodali 200 µL PBS. 
- Vsebino obarvanih celic smo prenesli v epruvete in pomerili obarvanje MMC z 
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3.2.10 Gojenje cebric 
 
Ribe cebrice (Danio rerio) smo gojili v dveh akvarijih s prostornino 80 L v sobi s 26 ± 1 ºC. 
Svetloba v sobi je bila regulirana avtomatsko, luči so se prižgale ob 8:00 in ugasnile ob 20:00 
uri. Cebrice smo hranili s suho hrano v avtomatskem hranilniku, ki je hrano dodajal večkrat 
na dan, in z živo hrano, sveže pripravljenimi rakci Artemia salina. Ko smo ribe nahranili, 
smo na koncu dneva na dno akvarija položili past za zarodke. Cebrice odlagajo ikre v 
zgodnjih jutranjih urah. V primeru, da so jajčeca neoplojena ali zarodki propadejo, ikre 
kmalu postanejo motne, zato smo neoplojene ikre in propadle zarodke zlahka prepoznali in 
izločili. 
 
3.2.11 Priprava vode ISO  
 
Zarodke smo hranili v vodi s standardnimi koncentracijami ionov, raztopljenih v destilirani 
vodi – vodi ISO (ISO, 1996). Za pripravo 1 L vode ISO smo zamešali po 250 mL štirih 
izhodiščnih raztopin (preglednica 10). 
 
Preglednica 10: Izhodne in končne koncentracije snovi za pripravo vode ISO. 
Voda ISO (1 L): Izhodiščna 
koncentracija 
Končna koncentracija 
(1) CaCl2*2H2O 1176 mg/L 294,0 mg/L 
(2)  MgSO4*7H2O 493 mg/L 123,3 mg/L 
(3)  NaHCO3 252 mg/L 63,0 mg/L 
(4)  KCl 22 mg/L 5,5 mg/L 
 
3.2.12 Priprava raztopin trikaina in feniltiouree 
 
Pred poskusom injiciranja smo pripravili uspavalo za ribe – Trikain (etil 3-aminobenzoat 
metansulfonat). Pripravili smo  0,04 % delovno raztopino trikaina v vodi ISO. Pred poskusi 
injiciranja smo sproti pripravljali tudi 0,005 % feniltioureo (PTU), v vodi ISO. V raztopini 
PTU smo zarodke cebric vzdrževali po starosti 36 h ter tako preprečili tvorjenje pigmenta. 
3.2.13 Izdelava kapilar za injiciranje celic v zarodke cebric 
 
Steklene kapilare za injiciranje tumorskih celic v zarodke cebric smo izdelali na napravi za 
izdelavo ostrih steklenih elektrod P-97 Flaming/Brown Micropipette Puller (Sutter, ZDA). 
Uporabili smo steklene borosilikatne kapilare GC120-10 (Warner Instruments, ZDA) z  
zunanjim premerom kapilare 1,2 mm, notranjim premerom 0,69 mm in brez filamenta. 
Nastavitve smo nastavili na: HEAT=500, PULL=35, VELOCITY=80, DELAY=20. 
 
3.2.14 Ksenotransplantacija tumorskih celic v zarodke cebric 
 
Prvi dan smo pobrali ikre iz pasti v akvariju in jih prestavili v petrijevko z vodo ISO (za delo 
smo potrebovali minimalno 50 zarodkov). Petrijevko z zarodki smo pustili na pultu v sobi z 
akvariji, kjer je bila ustrezna temperatura za njihov razvoj  (26 °C). Drugi dan smo zarodkom 
zamenjali vso vodo z raztopino PTU. Tretji dan smo zarodke dehorionizirali s pinceto, 
pripravili celice ter jih injicirali v možgane dva dni starih zarodkov. 
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3.2.14.1 Priprava celic za injiciranje v zarodke cebric 
 
Za poskus smo potrebovali 2x107 celic/mL. 
 
Priprava delovne koncentracije barvila CellTracker Orange:  
Za pripravo 15 µM raztopine smo odpipetirali 3 µL barvila CellTracker Orange v 1997 µL 
brezserumskega gojišča za MMC. 
 
Barvanje: 
- V centrifugirko z 2x106 MMC smo dodali 5 mL PBS, centrifugirali 5 min pri 1000 
rpm, in odstranili supernatant. 
- K celičnemu peletu smo dodali 2 mL delovne koncentracije barvila CellTracker 
Orange in inkubirali 60 minut na 37 °C. 
 
Priprava celičnih suspenzij za injiciranje: 
- Suspenzijo MMC z barvilom Cell Tracker Orange (2x106 MMC) smo 2x spirali s 5 
mL PBS, vmes smo centrifugirali 5 min pri 1000 rpm, odstranili supernatant ter na 
koncu celicam dodali 2 mL PBS in jih znova prešteli. 
→ 1x106 MMC smo prestavili v 15 mL centrifugirko → 1. POGOJ: monokultura 
MMC. 
→ 500.000 MMC smo prestavili v 15 mL centrifugirko → 2. POGOJ: sokultura v 
razmerju 1 : 1. 
 
- Pripravili smo ustrezno število GMC. 
→ 1x106 GMC smo prestavili v 15 mL centrifugirko → 3. POGOJ: monokultura 
GMC. 
→ 500.000 GMC smo prestavili v centrifugirko z 500.000 MMC → 2. POGOJ: 
sokultura v razmerju 1 : 1. 
 
- Celice pri vseh treh pogojih v treh centrifugirkah smo še 1x spirali s 5 mL PBS, jih 
centrifugirali 5 min pri 1000 rpm, nato smo odstranili supernatant. 




Za ksenotransplantacijo celic smo uporabili mikroinjektor (Tritech Research, ZDA). 
Injicirali smo v petrijevki, ki smo jo na koncu avtoklavirali. Celice smo injicirali v ventrikel 
zadnjih možganov, na stičišču med zadnjimi in srednjimi možgani zarodkov. 
 
V stekleno kapilaro smo odpipetirali 5 µL celične suspenzije posameznega pogoja. Kapilaro 
smo vstavili v držalo in na mikroinjektorju odprli ventil plina. Na redukcijskem ventilu smo 
nastavili 1 bar pritiska. Z dolgim pulzom smo preverili izhajanje suspenzije celic iz kapilare. 
Običajno tekočina na začetku ni izhajala, zato smo v tem primeru s pinceto odlomili konico 
kapilare. Zarodkom smo s kapalko odstranili toliko vode, da so nasedli na bok, s čimer smo 
olajšali vbod kapilare. Dolžino pulza smo sproti prilagajali, tako da je izhajalo približno 
konstantno število celic med celotnim poskusom. Injiciranje ene skupine zarodkov smo 
omejili na 15 minut, s čimer smo preprečili izsuševanje zarodkov. Ko smo zaključili z 
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injiciranjem ene skupine, smo ji dodali vodo ISO s trikainom, da smo preprečili izsuševanje 
zarodkov.  
 
Zarodke z injiciranimi celicami smo prestavili na ustrezno označene gojitvene plošče s 24 
vdolbinicami. Temu je sledilo preverjanje uspešnosti injiciranja z uporabo invertnega 
fluorescenčnega mikroskopa Eclipse T300 (Nikon). V poskusih smo skupaj uporabili 25 
embrijev z injiciranimi GMC, 35 embrijev z injiciranimi sokulturami v razmerju 1 : 1 in 48 
embrijev z injiciranimi MMC. 
 
Vodo ISO s trikainom v vdolbinicah na gojitvenih ploščah smo na koncu zamenjali z 
raztopino PTU brez trikainha. Plošče z zarodki smo postavili v inkubator na 31 °C.  
 
3.2.14.3 Mikroskopiranje zarodkov na dan 1 in dan 3 po injiciranju 
 
Z invertnim fluorescenčnim mikroskopom smo slikali zarodke cebric s presevno ter 
fluorescenčno mikroskopijo. V vsako vdolbinico na plošči z zarodki cebric smo dodali 2 
kapljici založne raztopine trikaina za uspavanje zarodkov. Zarodke smo slikali obrnjene na 
bok (če niso bili primerno obrnjeni, smo s kapalko ustvarili tok in jih tako premaknili v 
željeni položaj). Ko smo zaključili z mikroskopiranjem, smo vodo ISO s trikainom v 
vdolbinicah na gojitvenih ploščah zamenjali s PTU. 
 
3.2.14.4 Kvantifikacija rasti in invazije injiciranih celic v možganih cebric s pomočjo 
programa ImageJ 
 
Rast injiciranih celic v možganih smo določili z merjenjem površine GMC in MMC, 
injiciranih samih ali skupaj z drugim tipom celic, medtem ko smo invazijo celic določili z 
merjenjem dolžine celične mase. V programu ImageJ smo pomerili površino ter najdaljšo 
dolžino celične mase v x- in y-osi (invazija) na dan 1 in dan 3 po injiciranju celic v zarodke 
cebric. Dolžini v posameznih oseh smo povprečili in tako dobili povprečno dolžino celične 
mase na dan 1 in dan 3. Relativno invazijo celične mase smo izračunali kot razmerje med 
dolžino na dan 3 in dan 1 (enačba 2). 
 
𝑅𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑛𝑎 𝑖𝑛𝑣𝑎𝑧𝑖𝑗𝑎 =
𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟𝑒č𝑛𝑎 𝑑𝑜𝑙ž𝑖𝑛𝑎 𝑛𝑎 𝑑𝑎𝑛 3 
𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟𝑒č𝑛𝑎 𝑑𝑜𝑙ž𝑖𝑛𝑎 𝑛𝑎 𝑑𝑎𝑛 1
 … (2) 
 
Relativno površino GMC in MMC smo izračunali po enačbi 3: 
 
𝑅𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑛𝑎 𝑝𝑜𝑣𝑟š𝑖𝑛𝑎 =
𝑝𝑜𝑣𝑟š𝑖𝑛𝑎 𝑛𝑎 𝑑𝑎𝑛 3
𝑝𝑜𝑣𝑟š𝑖𝑛𝑎 𝑛𝑎 𝑑𝑎𝑛 1
 … (3) 
 
Pri pogojih sokultur GMC in MMC v razmerju 1 : 1 smo relativno invazijo in relativno 
površino izračunali za MMC in GMC posebej. 
 
3.2.14.5 Fiksacija zarodkov 
 
Po končanem zajemu slik na dan 3 po injiciranju smo zarodke fiksirali v 4 % PFA v PBS. 
Zarodke smo 1 h pustili v fiksativu na sobni temperaturi, nato centrifugirke prestavili v 
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hladilnik (na 4 °C) in jih tam pustili čez noč (12 h). Naslednji dan smo fiksativ zamenjali s  
PBS in fiksirane zarodke postavili nazaj v hladilnik, kjer smo jih shranili. 
 
3.2.14.6 Imobilizacija v agarozi in bistrenje 
 
Za imobilizacijo zarodkov smo potrebovali agarozo z nizkim tališčem, ki postane tekoča pri 
40 °C. Zamešali smo 1 % agarozo v PBS in jo segrevali v mikrovalovni pečici, dokler se ni 
raztopila. Fiksirane zarodke v centrifugirkah, shranjenih v hladilniku, smo prestavili v 
petrijevke. S pipeto smo odstranili višek PBS in s kapalko dodali toliko agaroze, da je le-ta 
prekrila zarodke. Nato smo pod lupo in s pomočjo plastične palčke obrnili zarodke tako, da 
so bili možgani obrnjeni navzgor, kar je olajšalo slikanje pod konfokalnim mikroskopom. 
Ko se je agaroza strdila, smo na vsako petrijevko dodali 2 mL raztopine za bistrenje Scale 
U2, ki je sestavljena iz 4 M uree, 0,1 % Tritona X-100 in 30 % glicerola, raztopljenih v vodi 
(Hama in sod., 2011). Scale U2 omogoča transparentnost možganov zarodkov, medtem ko 
popolnoma ohrani fluorescenco GFP (Hama in sod., 2011). Takšna kombinacija omogoča 
opazovanje intaktnih možganov na globini nekaj milimetrov in pri ločljivosti posameznih 
celic. Petrijevke z zarodki, imobiliziranimi v agarozi, smo pustili na sobni temperaturi v 
temi. 
 
3.2.14.7 Barvanje jeder z barvilom metil zeleno 
 
Barvilo metil zeleno obarva kromatin (Prieto in sod., 2015), zato smo ga uporabili za 
vizualizacijo jeder celic zarodkov cebric pod konfokalnim mikroskopom. Na ta način smo 
lahko določili lego vstavljenih GMC in MMC v možganih zarodkov cebric in tumorje v 
njihovih možganih prikazali v treh dimenzijah. Barvilo metil zeleno vzbujamo z rdečo 
svetlobo pri 633 nm, njegov emisijski vrh pa je pri 677 nm (Prieto in sod., 2015). 
 
S kapalko smo iz petrijevk z imobiliziranimi zarodki odstranili raztopino za bistrenje Scale 
U2. Pripravili smo 0,004 % raztopino barvila metil zeleno v Scale U2. Po 7-dnevni inkubaciji 
v hladilniku je sledilo slikanje s konfokalnim mikroskopom. 
 
3.2.15 Konfokalna mikroskopija 
 
Za opazovanje fiksiranih zarodkov cebric z injiciranimi celicami GMC in MMC smo 
uporabili konfokalni mikroskop TCS LSI (Leica) s 5x objektivom. Hitrost zajemanja smo 
nastavili na 400, za zajem končne slike pa smo nastavili ločljivost na 1000x1000. Serijo 
optičnih rezin smo nastavili tako, da smo začeli z zajemom v ravnini, v kateri smo izostrili 
vrh tumorja, in končali, ko je bil izostren le še spodnji rob tumorja. Posneli smo fluorescenco 
GMC, MMC ter jedra vseh celic, obarvanih z metil zelenim. Ekscitacijo laserjev in razpone 
valovnih dolžin, ki smo jih zajemali, smo nastavili na: 488 nm (ekscitacija z modrim 
laserjem), zajem od 500 nm do 650 nm (za GFP); 523 nm (ekscitacija z zelenim laserjem), 
zajem od 550 nm do 750 nm (za CellTracker Orange); 635 nm (ekscitacija z rdečim 
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3.2.16 Statistična analiza 
 
Podatke smo statistično analizirali s  programom Prism 5 (GraphPad Software). Skupine 
smo primerjali z enofaktorsko analizo variance (ANOVA), pare pa primerjali s t-testom. Pri 
primerjavah parov v večjih naborih skupin smo uporabili Tukeyevo korekcijo. Mejo 
statistične značilnosti smo postavili pri vrednostih P, manjših od 0,05 (95 % interval 
zaupanja). Statistično značilne razlike so na slikah označene z * (P <0,05), ** (P < 0.01), 
*** (P < 0.001).  
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 VZPOSTAVITEV SOKULTUR GMC IN MMC V 3D CELIČNIH MODELIH IN 
VITRO 
 
Glavni problem pri gojenju sokultur različnih tipov celic predstavljajo različni pogoji, ki jih 
potrebujejo posamezne celice za uspešno vzdrževanje v kulturi. Optimizacija pogojev, ki 
podpirajo sokulture različnih celičnih tipov, predstavlja pomemben izziv za določanje 
interakcij med celicami znotraj mikrookolja GB (Manini in sod., 2018). 
 
4.1.1 Florescenca celic NCH421k eGFP 
 
Pri poskusih smo uporabljali linijo GMC NCH421k eGFP. S pretočno citometrijo smo 
pokazali, da je bilo 99,3 % celic NCH421k eGFP v suspenziji GFP pozitivnih, medtem ko 
kontrolne celice NCH divjega tipa, ki ne izražajo zelenega fluorescenčnega proteina, niso 
oddajale fluorescenčnih signalov (slika 12). S tem smo se prepričali, da bodo ob uporabi 
fluorescenčne mikroskopije in ekscitacije s setom filtrov FITC, celice NCH421k eGFP 





Slika 12: Histogram števila celic z različnimi jakostmi emisije zelene svetlobe pri uporabi seta filtrov 
FITC, pridobljen s pretočno citometrijo. 
99,3 % celic NCH421k eGFP je bilo pozitivnih za GFP. Na grafu je  rdeče prikazana jakost fluorescence celic 
NCH421k eGFP, z modro pa je prikazana kontrola - celice NCH421k divjega tipa.  
 
Gen za GFP iz meduze Aequorea victoria vsebuje zapis za sintezo tega fluorescenčnega 
proteina, ki ga lahko izrazimo tudi v drugih vrstah. Florescenčne reporterske gene, kot je 
GFP, uporabljajo za spremljanje tumorske rasti in vitro ter in vivo zaradi številnih prednosti, 
ki jih posedujejo. Glavna prednost izražanja reporterskega gena GFP je visok nivo 
stabilnosti, na račun njegove edinstvene tridimenzionalne strukture (Ward, 2005). Različica 
GFP, imenovana eGFP (ang. enhanced GFP, eGFP), vsebuje dvojno mutanto (Phe64 v 
Leu64 in Ser65 v Thr65) in se uporablja v sesalčjih celicah (Ward, 2005), kot so GMC. Ta 
različica GFP ima stabilnejšo fluorescenco (manj bledi), prav tako je njena fluorescenca pri 
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ekscitaciji 488 nm intenzivnejša kot pri GFP divjega tipa (Ward, 2005), kar je predstavljalo 
pomembno prednost pri naših več tednov trajajočih poskusih. 
 
4.1.2 Optimizacija gojišča za gojenje sokultur 
 
GMC in MMC potrebujejo za rast gojišča z različnima sestavama. Za poskuse s sokulturami 
smo optimizirali gojišče, v katerem bi uspevale tako GMC kot MMC. Rast, obliko in 
diferenciacijo celic v različnih gojiščih smo teden dni spremljali in slikali z invertnim 
mikroskopom. 
 
Celice NCH421k eGFP so tvorile celične agregate, ki so bili okrogli in prosto plavajoči v 
kulturi. Optimalno rast celičnih agregatov GMC smo dosegli z uporabo gojišča za GMC. 
Sestava tega gojišča je omogočala ohranjanje matičnosti GMC (točka 3.1.2, preglednica 4), 
zaradi česar so ostale nediferencirane. Celice NCH421k eGFP v gojišču za GMC in v 
mešanem gojišču do petega dne niso kazale razlik v rasti in obliki. Celice v obeh gojiščih  so 
ostale nediferencirane. Celični agregati so bili prosto plavajoči in njihovo število se ni 
bistveno spremenilo. Po tednu dni so GMC v mešanem gojišču spremenile celično 
morfologijo in se začele pritrjati na podlago, kar je pomenilo, da so se celice začele 
diferencirati. Pri GMC v gojišču za MMC z 2 % FBS smo opazili adhezijo na podlago in s 




Slika 13: Optimizacija gojišča za gojenje GMC v sokulturah. 
Prikazane so celice NCH421k eGFP, ki smo jih 8 dni gojili v različnih gojiščih (gojišču za GMC, mešanem 
gojišču ter gojišču za MMC). Slike so bile posnete z invertnim mikroskopom s faznim kontrastom in 10 x 
objektivom. Merilo: 100 µm. 
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Rast MMC2 v standardnem gojišču za MMC z 10 % FBS je bila značilno adherentna na dnu 
gojitvene posode, celice so bile vretenaste oblike, podobne fibroblastom. Gojišče za MMC 
z 10 % FBS oz. 2 % FBS ni povzročilo razlik v gostoti razrasti, pritrjevanju in obliki MMC2. 
Če smo gojili MMC2 v mešanem gojišču, smo opazili nekoliko manjšo gostoto celic, 
medtem ko sprememb v celični morfologiji nismo opazili. Gojenje MMC2 v gojišču za 
GMC je povzročilo bistveno zmanjšanje gostote celic, iz česar smo sklepali na zmanjšanje 
njihove rasti. Pri MMC v gojišču za GMC, ki ne vsebuje seruma, smo opazili tudi 
spremembe v morfologiji; celice so postale krajše, veliko je bilo okroglih, ki so rastle v 




Slika 14: Optimizacija gojišča za gojenje MMC v sokulturah. 
Prikazane so celice MSC2, ki smo jih 8 dni gojili v različnih gojiščih (gojišču za MMC z 10 % FBS, gojišču 
za MMC z 2 % FBS, mešanem gojišču in gojišču za GMC). Slike so bile posnete z invertnim mikroskopom s 
faznim kontrastom in 10 x objektivom. Merilo: 100 µm. 
 
Po tednu dni gojenja MMC v gojišču za GMC smo pri nekaterih od njih opazili odlepljanje 




Slika 15: MMC sedem dni po nasaditvi tvorijo celične agregate okrogle oblike. 
Invertni mikroskop, uporaba faznega kontrasta in 10 x objektiva. Merilo: 100 µm. 
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MMC potrebujejo za rast v gojišču dodatek FBS, medtem ko se GMC diferencirajo, če jih 
gojimo v gojišču s serumom (slika 13). Izpostavitev serumu spremeni fenotip tumorskih 
matičnih celic, tako da te več ne posnemajo lastnosti primarnega tumorja (Ohlfest in Decker, 
2011). Podobno smo pokazali za fenotip GMC v gojišču za MMC z 2 % FBS. GMC so se 
namreč ob prisotnosti FBS začele pritrjati na gojitveno posodo, kar je znak izgube matičnih 
lastnosti in diferenciacije celic (slika 13) (Ohlfest in Decker, 2011). Motaln in sod. (2015) 
so pokazali, da visoke vsebnosti seruma (npr. 20 %) celo inhibirajo rast tumorskih celic. 
 
Mešano gojišče je povzročilo diferenciacijo GMC šele po daljšem časovnem obdobju, saj so 
bile vsebnosti FBS v njem nižje (slika 13). Po drugi strani je mešano gojišče vsebovalo še 
ravno zadostne koncentracije seruma (2 %) za normalno rast MMC (slika 14). Na podlagi 
tega smo zaključili, da je mešano gojišče – gojišče za GMC in gojišče za MMC z 2 % FBS 
v razmerju 1 : 1 primerno za gojenje tako GMC kot MMC, zato smo ga nadalje uporabljali 
za pripravo sokultur GMC in MMC v modelih in vitro. 
 
4.1.3 Optimizacija priprave 3D sferoidov celičnih sokultur 
 
Ker ima vsako tkivo in vivo značilno mikrookolje, katerega del je zunajcelični matriks, je 
treba za vsako študijo in vitro izbrati ustrezen in ujemajoč matriks (Yamada in Cukierman, 
2007), zato smo za optimizacijo priprave 3D sferoidov celičnih sokultur preverjali učinke 
dodane metilceluloze oz. Matrigela na tvorbo sferoidov monokultur GMC in MMC ter 
njihovih sokultur.  
 
Gojitvene plastenke, prevlečene s tanko plastjo polyHema, se uporabljajo za pripravo 
sferoidov celičnih linij raka dojke, saj preprečuje adhezijo na podlago (Khaw-on in sod., 
2019). Ta tanek film poleg preprečevanja adhezije celic na podlago tudi spodbuja celično 
agregacijo in tvorbo kompaktnih sferoidov (Weiswald in sod., 2015). Želeli smo preveriti, 
ali enako velja za celične linije NCH421k eGFP in MSC2. Izkazalo se je, da plošče, 
prevlečene s polyHema, niso bile primerne niti za monokulture GMC in MMC niti za 
sokulture GMC in MMC v razmerjih 1 : 1 in 3 : 1. Celice namreč niso tvorile kompaktnih 
sferoidov, ampak je bilo več manjših skupkov celic razpršenih v luknjicah plošč. GMC so 
bile razpršene in na ploščah s polyHEMA, tako ob prisotnosti metilceluloze kot Matrigela, 
niso tvorile sferoidov. MMC so ob prisotnosti metilceluloze tvorile več skupkov, vendar se 
niso povezale v kompaktne sferoide, medtem ko so ob prisotnosti Matrigela tvorile nekoliko 
večje, kompaktnejše sferoide MMC. Kljub temu je veliko celic ostalo nepovezanih in 
razpršenih. Celice v sokulturah ob prisotnosti metilceluloze niso tvorile kompaktnih 
sferoidov. Pri sokulturah z dodanim Matrigelom so nekatere MMC tvorile kompaktne 
sferoide, nekaj celic pa je ostalo razpršenih, tako kot pri monokulturah MMC v Matrigelu. 
Okoli kompaktnega sferoida MMC v sokulturah se je zadrževalo nekaj GMC, večinoma pa 
so bile razpršene (slika 16). 
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Slika 16: monosferoidi GMC in MMC ter sferoidi sokultur v razmerjih 1 : 1 in 3 : 1, na plošči s 96 
vdolbinicami, prevlečeni s PolyHEMA. 
Slike so bile posnete z invertnim fluorescenčnim mikroskopom s faznim kontrastom ter fluorescenčno 
mikroskopijo s setoma filtrov FITC in TRITC s 4 x objektivom. Merilo: 100 µm. 
 
Tvorjenje sferoidov lahko dosežemo tudi z nanašanjem celic na plošče brez prevlek, saj 
površina polistirena preprečuje adhezijo (Weiswald in sod., 2015). Ker na ploščah s 96 
vdolbinicami, prevlečenimi s polyHEMA, nismo uspeli pripraviti sferoidov monokultur 
GMC in MMC ter sokultur celic, smo v naslednjem koraku uporabili plošče s 96 
vdolbinicami z dnom v obliki črke U brez prevleke. Pri tem smo tudi tokrat hkrati preverjali, 
ali je za tvorbo kompaktnih sferoidov primernejša metilceluloza ali Matrigel.  
 
Pri dodani metilcelulozi na plošči brez prevlek so se tvorili kompaktni sferoidi monokultur 
GMC, monokultur MMC ter sokultur v razmerjih 1 : 1 in 3 : 1. Pri sferoidih sokultur smo 
opazili, da se GMC in MMC med seboj ne mešajo, temveč MMC obdajo GMC, ki tvorijo 
jedro sferoida. Po drugi strani je dodatek Matrigela na plošči brez prevlek preprečil tvorjenje 
sferoidov tako monokultur GMC in MMC kot sokultur. Opazili smo zgolj razpršene, 
nepovezane celice (slika 17). 
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Slika 17: monosferoidi GMC in MMC ter sferoidi sokultur v razmerjih 1 : 1 in 3 : 1, na plošči s 96-
vdolbinicami, brez prevlek. 
Slike so bile posnete z invertnim fluorescenčnim mikroskopom s faznim kontrastom ter fluorescenčno 
mikrskopijo s setoma filtrov FITC in TRITC s 4 x objektivom. Merilo: 100 µm. 
 
Khaw-on in sod. (2019) so z uporabo gojitvenih plastenk, prevlečenih s plastjo polyHema, 
uspešno pripravili sferoide celičnih linij raka dojke, medtem ko smo sami pokazali, da takšne 
gojitvene plastenke za celične linije NCH421k eGFP in MSC2 niso primerne. Namesto teh 
smo uporabili plošče brez prevlek, kot predlagajo Weiswald in sod. (2015). Na površini iz 
polistirena, ki preprečuje adhezijo celic na podlago (Weiswald in sod., 2015), smo uspešno 
pripravili kompaktne sferoide monokultur in sokultur GMC in MMC. Poleg površine 
gojitvenih plastenk ima pomembno vlogo za uspešnost tvorjenja sferoidov tudi izbira 
zunajceličnega matriksa. Različen matriks, ki ga dodamo celicam, lahko v vsakem 3D 
modelnem sistemu znatno vpliva na izid poskusa (Yamada in Cukierman, 2007). Sestava in 
togost zunajceličnega matriksa, ki obdaja celice, ima izjemen vpliv na medcelično 
signalizacijo in vedenje celic (Yamada in Cukierman, 2007). Pokazali smo, da Matrigel kot 
zunajcelični matriks ni primeren za tvorbo sferoidov GMC, MMC ter njihovih sokultur (slika 
17). 3D sferoide celičnih sokultur smo lahko uspešno pripravili le na ploščah s 96 
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vdolbinicami z dnom v obliki črke U brez prevleke in ob dodatku 4 % metilceluloze (slika 
17). 
 
4.2 INTERAKCIJE MED GMC IN MMC V 3D MODELIH TUMORJEV IN VITRO 
 
4.2.1 Agregacija in rast celic v sferoidih GMC in MMC ter njihovih  sokultur 
 
Vpliv MMC na rast GMC smo preučevali z opazovanjem oblike sferoidov in merjenjem 
velikosti sferoidov s pomočjo fluorescenčne mikroskopije. Prisotnost MMC je vplivala na 
agregacijo oz. kompaktnost sferoidov v sokulturi z GMC. Sferoidi sokultur GMC in MMC 
so bili manj kompaktni od monosferoidov GMC in MMC. Prav tako so bili sferoidi sokultur 
manj pravilnih oblik. GMC se v sferoidih sokultur niso povezovale med seboj. Opazili smo 
tudi, da se GMC in MMC med seboj niso dobro mešale. GMC so tvorile jedro sferoida 
sokulture, MMC pa so se nahajale bolj na površju (slika 18). 
 
 
Slika 18: Agregacija in rast celic v sferoidih monokultur GMC in MMC ter sferoidih sokultur. 
Sferoide smo gojili na ploščah s 96-vdolbinicami, z dnom v obliki črke U, brez prevlek, ob dodatku 4 % 
metilceluloze. Slike so bile posnete  invertnega fluorescenčnega mikroskopa s faznim kontrastom ter 
fluorescenčno mikroskopijo s setoma filtrov FITC in TRITC ter 4 x objektivom. Merilo: 100 µm. 
 
GMC so v monokulturi rastle, saj se je velikost GMC v sferoidih monokultur konstantno 
povečevala. MMC v sferoidih monokultur niso rastle, saj se velikost sferoidov MMC ni 
spreminjala (slika 18, 19). Razlike v rasti sferoidov monokultur GMC in MMC so bile 
statistično značilne (preglednica 11). Rast sferoidov sokultur je bila hitrejša kot rast 
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sferoidov monokultur GMC, saj se je velikost sferoidov sokulture povečevala hitreje kot 





Slika 19: Velikost sferoidov monokultur GMC in MMC ter sferoidov sokultur  v razmerjih 1 : 1 in 3 : 1 
med 11 dni trajajočim poskusom. 
Posamezen stolpec predstavlja povprečje petih ponovitev. Intervali napak prikazujejo standardno napako. 
Razlike med pogoji na posamezne dneve so bile statistično značilne. 
Preglednica 11: Dodatek k sliki 19; statistično značilne razlike med pogoji na posamezne dneve.  





P < 0.05 
2. dan 4. dan 7. dan 9. dan 11. dan 
GMC z MMC Da *** *** ** *** *** 
GMC z 1 : 1 sokulturo sferoidov  Da * *** *** *** ** 
GMC s 3 : 1 sokulturo sferoidov Da *** ** ** *** *** 
MMC z 1 : 1 sokulturo sferoidov Da *** *** *** *** *** 
MMC s 3 : 1 sokulturo sferoidov Da *** *** *** *** *** 
 
Pokazali smo, da MMC vplivajo na morfologijo GMC v sferoidih sokultur, saj GMC ob 
prisotnosti MMC v sokulturi med seboj niso bile tesno povezane. Do podobnih opažanj so 
prišli Kološa in sod. (2015), ki so pokazali razlike med NCH421k, ki so tvorile kompaktne 
sferoide, in celicami NCH421k, ki so po izpostavitvi gojišču MMC spremenile morfologijo. 
Celični liniji MMC2 in GMC NCH421k eGFP sta sicer tvorili sferoide sokultur, vendar se 
celice med seboj niso tesno povezale (slika 18). Za razliko od matičnih celic so pri uporabi 
diferenciranih celic Breznik in sod. (2017) v svojih rezultatih pokazali mešanje MMC in 
diferenciranih celic GB U373 in U87, pri katerih so bili sferoidi sokultur tudi bolj kompaktni. 
Iz tega lahko sklepamo na različne učinke MMC na GMC in na diferencirane celice GB. 
V gliomih je bila opažena nasprotujoča si vloga MMC, saj lahko povečajo ali inhibirajo 
tumorsko rast. Iz naših rezultatov je razvidno, da MMC v sokulturi pospešijo rast GMC in 
vitro. Tudi Hossain in sod. (2015) so pokazali, da prisotnost MMC poveča rast GMC. 
Nasprotno nekatere študije kažejo, da lahko MMC v modelih gliomov zavrejo tumorsko rast. 
Nakamura in sod. (2004) so pri spremljanju učinkov gojenja diferenciranih celic GB v 
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sokulturah z MMC opazili zavrtje rasti diferenciranih celic GB in vitro. Tudi Nakamizo in 
sod. (2005) so pokazali zavrtje rasti diferenciranih celic GB U87, U251 in LN229 v 
prisotnosti MMC. Sklepamo, da so različni vplivi MMC na tumorsko rast odvisni od vrste 
uporabljenih celic GB (diferenciranih ali matičnih). McLean in sod. (2011) poudarjajo 
pomen razlik v matičnosti celic pri vplivih na tumorsko rast. Prav tako so lahko opažene 
razlike posledica različnih uporabljenih podpopulacij MMC z različnimi lastnostmi (Bexell 
in sod., 2010). Heterogene populacije celic GB so izpostavljene heterogenim populacijam 
stromalnih celic. Interakcije med različnimi populacijami tumorskih celic s tumorskim 
mikrookoljem in med njimi samimi vplivajo na različne odzive rasti tumorskih celic (Motaln 
in sod., 2015). 
 
4.2.2 Invazija GMC in MMC v sokulturah 
 
Poskus invazije in vitro predstavlja sistem za študije invazivnosti malignih celic, kot so 
GMC, ali normalnih celic, kot so MMC. Po pripravi sferoidov smo za poskus invazije 
celicam dodali Matrigel (točka 3.2.8), ki je kot zunajcelični matriks omogočil ovrednotenje 




Slika 20: Invazija GMC in MMC v monokulturi in sokulturi. 
Invazijo smo po dodatku Matrigela spremljali 8 dni. Slike so bile posnete z uporabo invertnega fluorescenčnega 
mikroskopa s faznim kontrastom ter fluorescenčno mikroskopijo s setoma filtrov FITC in TRITC ter 4 x 
objektivom. Merilo: 100 µm. 
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GMC so bile v primerjavi z MMC manj invazivne (slika 20, 21). Razlike v invazivnosti 
GMC in MMC v so bile statistično značilne (P < 0.01). Invazija GMC v monokulturah je 
linearno naraščala, medtem ko je invazija MMC naraščala logaritemsko. Največje povečanje 




Slika 21: Primerjava invazije GMC in MMC. 
Posamezna točka na grafu predstavlja devet bioloških ponovitev z ocenjenimi standardnimi napakami. Razlike 
med pogoji na posamezni dan so bile statistično značilne ** P < 0.01, *** P < 0.001. 
 
Invazija GMC v sokulturi se v primerjavi z monokulturo GMC ni bistveno spreminjala (slika 
20, 22). Prvi dan poskusa je bila opazna statistično značilno višja invazija GMC v sokulturi 
v razmerju 3 : 1 v primerjavi z monokulturo GMC (P < 0.05).  Razlik med invazijo GMC v 
sokulturi v razmerju 1 : 1 in monokulturo GMC na ta dan nismo pokazali. Ostale dni nismo 




Slika 22: Primerjava invazije GMC v monokulturi z  GMC v sokulturi z MMC. 
Posamezna točka na grafu predstavlja devet ponovitev s standardnimi napakami. 
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V sokulturah se je invazija MMC drastično znižala v primerjavi z monokulturo MMC, s 
statistično značilnimi razlikami (P < 0,001) (slika 20, 23). Prisotnost GMC v sokulturi je 




Slika 23: Primerjava invazije MMC v monokulturi in sokulturi z GMC. 
Posamezna točka na grafu predstavlja devet ponovitev s standardnimi napakami. Razlike med pogoji na 
posamezni dan so bile statistično značilne (*** P < 0,001). 
 
Pokazali smo, da so MMC bistveno bolj invazivne od GMC (slika 21). Pri gojenju sokultur 
smo ugotovili, da MMC v sokulturi v razmerju 3 : 1 nekoliko povečajo invazijo GMC na 
prvi dan poskusa, splošno pa statistično značilnih razlik med invazijo GMC v monokulturi 
in sokulturi nismo pokazali (slika 22).  
 
MMC lahko inducirajo prehod celic GB v bolj invazivni fenotip (Breznik in sod., 2017), 
vendar mi razlike v invazivnosti GMC ob prisotnosti MMC v primerjavi z monokulturo 
GMC nismo pokazali (slika 22). V literaturi najdemo podatke o različnem odzivu celic GB 
na prisotnost MMC. Breznik in sod. (2017) so pri gojenju MMC v sokulturi z difrenciranimi 
celicami GB U373 in vitro pokazali, da prisotnost MMC poveča invazijo celic GB. 
Nasprotno so MMC v sokulturi z drugo diferencirano celično linijo GB U87, inhibirale 
invazijo U87 in vitro (Breznik in sod., 2017). Tudi Oliveira in sod. (2018) so pokazali, da so 
učinki MMC na celice gliomov odvisni od celičnega podtipa. Z analizo izražanja genov so 
tudi pokazali, da povišanje invazije celic GB ob prisotnosti MMC povzroči povišanje 
izražanja proteolitičnih encimov MMP14 in katepsina B (Breznik in sod., 2017; Oliveira in 
sod., 2018). Povišana vsebnost katepsina B in MMP v tumorju nakazuje na invazijo celic, 
saj proteolitični encimi med procesom invazije preoblikujejo ECM (Dell’Albani in sod., 
2011). Motaln in sod. (2015) so v posrednih sokulturah celičnih linij GB zaznali povišano 
izražanje genov Csf-2, IL8 in IL6, ki so znani po tem, da spodbudijo migracijo rakavih celic 
(Chen in sod., 2014), zato lahko sklepamo, da so številni citokini, ki jih izločajo celice v 
sokulturi tudi v našem poskusu lahko vzrok za opaženo povečano invazijo GMC v sokulturi 
z MMC na prvi dan (slika 22). Odziv celic GB na prisotnost MMC je poleg heterogenosti 
celic GB odvisen tudi od donorja MMC (spol, starost, tkivo) in tumorskega modela in vitro. 
MMC2 iz kostnega mozga, ki so znane po tem, da infiltrirajo v možgane (Barcellos-de-
Souza in sod., 2013), so zelo invazivne, kar se sklada z njihovo funkcijo pri regeneraciji tkiv. 
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MMC se namreč ob poškodbi tkiva aktivirajo v svojih tkivnih niš in migrirajo v poškodovani 
del tkiva ali organa. Prisotnost GMC v sokulturi sferoidov zniža invazijo MMC (slika 23). 
Nasprotno Breznik in sod. (2017) opažajo, da komunikacija med MMC in diferenciranimi 
celicami GB U87 in U373 povišajo mobilnost MMC. Iz tega lahko zaključimo, da razlike 
med difereniranimi celicami GB in GMC vplivajo na invazivnost MMC. Glede na to, da se 
invazija GMC ni spremenila ter da se je invazija MMC znatno zmanjšala v sokulturah GMC 
in MMC, lahko sklepamo, da se GMC in MMC vzajemno privlačijo in v sokulturi nimajo 
tendence invadirati v okoliški ECM. 
 
4.3 INTERAKCIJE MED GMC IN MMC V MODELU IN VIVO – MOŽGANIH RIB 
CEBRIC 
 
4.3.1 Optimizacija barvanja MMC 
 
Za vizualizacijo MMC2 s fluorescenčno mikroskopijo v možganih cebric smo morali pred 
transplantacijo celice obarvati z barvilom CellTracker Orange (točka 3.2.9). S pomočjo 
pretočnega citometra smo določili najboljše pogoje za optimalno obarvanje celic MMC2. 
Največ celic MMC2 (99,1 %) se je z barvilom CellTracker Orange obarvalo pri 15 µM 




Slika 24: Odstotek MMC, obarvanih z barvilom CellTracker Orange. 
Rezultati pretočne citometrije prikazujejo število celic MMC2, ki oddajajo fluorescenčni signal. SSC – 
relativna zrnatost celice, angl. side scatter. 
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CellTracker Orange je fluorescenčno barvilo, ki je primerno za spremljanje gibanja in 
položaja celice. Barvilo prehaja plazmalemo, nato pa se v celici pretvori v obliko, ki skozi 
plazmalemo ne prehaja. Je obstojno, kar omogoča sledenje gibanju več generacij celic. 
Prenese se v hčerinske celice, ne pa tudi v sosednje celice v populaciji. CellTracker Orange 
je zasnovan tako, da pri fiziološkem pH fluorescira vsaj 72 ur, je stabilen in ni toksičen pri 
delovnih koncentracijah (CellTracker fluorescent probes, 2020). Oranžni spekter emisije je 
bil primeren za razlikovanje od fluorescence eGFP, s katerim so bile označene naše GMC. 
Zaradi različno fluorescenčno označenih celic (GMC in MMC) smo lahko hkrati sledili 
obema tipoma celic v modelu in vivo. 
 
4.3.2 Ksenotransplantacija GMC in MMC v možgane zarodkov cebric 
 
Preučevanje interakcij med GMC in MMC v 3D modelu sferoidov in vitro smo želeli 
komplementirati z modelom in vivo. Tumorji so se v možganih zarodkov cebric tvorili na 
dan 1 po injiciranju celic. Tumorji iz GMC, MMC in sokultur celic so bili kompaktni, pri 
čemer se v sokulturi GMC in MMC niso mešale med seboj, kljub temu pa so ostale v 
neposredni bližini. Zarodki cebric z injiciranimi tumorji so bili dan 3 po injiciranju še vedno 




Slika 25: Ksenotransplantacija GMC, MMC in sokulture celic v razmerju 1 : 1 v možgane rib cebric. 
Slike so bile posnete z invertnim fluorescenčnim mikroskopom, s 4 x objektivom, na dan 1 in dan 3 po 
injiciranju celic. Merilo: 250 µm. 
 
S konfokalnim mikroskopom smo pridobili 3D prikaz tumorjev GMC, MMC in sokultur v 
razmerju 1 : 1. Pri mikroskopiranju smo bili pozorni na lokacijo injiciranih celic. Pri vseh 
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zarodkih so vstavljene celice ostale na mestu začetnega injiciranja –  v možganih. Migracije 
celic v druge dele telesa zarodkov nismo opazili (slika 26). 
Na konfokalnih slikah sokultur GMC in MMC smo videli, da so GMC in MMC tvorile 
tumorje, v katerih se različne celice med seboj niso mešale, kljub temu pa so ostale v bližini 
celic drugega tipa. Nekatere celice so migrirale od izvornega mesta injiciranja in se v 
možganih razširjale anteriorno in posteriorno. Lokacija tumorjev sokultur je bila enaka kot 
pri tumorjih monokultur GMC oz. MMC, vsi so bili v srednjih in zadnjih možganih zarodkov 
cebric. Opazili smo lahko tudi bistveno večjo disperzijo GMC v primerjavi z MMC, ki so 
bile locirane bolj tesno skupaj. V sokulturah je bila disperzija MMC večja kot pri samih 




Slika 26: Prikaz tumorjev GMC (zelena barva), MMC (rdeča barva) in sokultur v treh dimenzijah. 
Zarodki rib cebric z injiciranimi celicami so bili imobilizirani v agarozi ter obarvani z barvilom za jedra metil 
zelenim (modra barva). Tumorji so v srednjih in zadnjih možganih zarodkov cebric. Konfokalna mikroskopija, 
5 x objektiv. Merilo: 200 µm. 
 
Z uporabo konfokalne mikroskopije smo zaradi dobre ločljivosti slik ob primerjavi celic 
NCH421k eGFP v monokulturi in sokulturi z MMC2 opazili spremembe njihove 
morfologije. Celice NCH421k eGFP v monokulturi so bile okrogle oblike, ki je tipična za 
GMC. Nasprotno smo v tumorjih s prisotnimi MMC2 pri več celicah NCH421k eGFP 
opazili izrastke, podobe aksonom živčnih celic (slika 27). 
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Slika 27: Primerjava morfologije celic NCH421k eGFP v monokulturi in sokulturi z MMC po 
ksenotransplantaciji v zarodke cebric. 
Zarodke z vstavljenimi GMC in MMC smo po bistrenju v raztopini Scale U2 kontrastirali z barvilom metil 
zeleno in slikali s konfokalnim mikroskopom. A: Okrogla oblika GMC v monokulturi (puščice). B: GMC v 
sokulturi z MMC, kjer GMC tvorijo izrastke (puščice), MMC niso prikazane. C: celoten mešani tumor v 
zarodkih cebric. Merilo 200 µm. 
 
Rast injiciranih celic v možganih zarodkov cebric smo določili z merjenjem površine GMC 
in MMC, injiciranih samih ali skupaj z drugim tipom celic, v možganih zarodkov cebric ter 
izračunom relativne spremembe površine GMC in MMC (razmerje med povprečno površino 
na dan 3 po injiciranju s povprečno površino na dan 1 po injiciranju, točka 3.2.14.5). V 
možganih zarodkov cebric je bila rast GMC večja od rasti MMC (P < 0.05). Rast GMC v 
sokulturi z MMC je bila statistično značilno večja od rasti samih GMC (P < 0,001). MMC 
so torej pospešili rast GMC v zarodkih cebric. Prav tako je bila rast MMC v sokulturi 




Slika 28: Relativna sprememba površine GMC in MMC, injiciranih samih ali skupaj z drugim tipom 
celic, v možganih zarodkov cebric. 
Na grafu so prikazane standardne napake. Statistično značilne razlike so prikazane z * P < 0.05, ** P < 0.01, 
*** P < 0.001. 
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Invazijo celic smo določili z merjenjem dolžine celične mase GMC in MMC, injiciranih 
samih ali skupaj z drugim tipom celic, v možganih zarodkov cebric ter izračunom relativne 
spremembe dolžine celične mase (razmerje med povprečno dolžino na dan 3 po injiciranju 
s povprečno dolžino na dan 1 po injiciranju, točka 3.2.14.5). Invazija GMC je bila statistično 
značilno večja od invazije MMC (P < 0.05). Statistično značilnih razlik med invazijo GMC 
v monukulturi v primerjavi z invazijo GMC v sokulturi nismo pokazali. Prav tako ni bilo 
statistično značilnih razlik med invazijo MMC v monukulturi v primerjavi z invazijo MMC 
v sokulturi (slika 29). Je pa prisotnost interakcij med GMC in MMC nekoliko povečala 
invazijo GMC in MMC v sokulturi v primerjavi s samimi GMC oz. MMC. 
   
 
Slika 29: Invazija GMC in MMC, injiciranih samih ali skupaj z drugim tipom celic, v možganih 
zarodkov cebric. 
Na grafu so prikazane standardne napake. Statistično značilne razlike so prikazane z * P < 0.05. 
 
GMC se nahajajo izključno v CŽS zarodkov cebric, kar je skladno z njihovim vedenjem pri 
ljudeh (Dell’Albani in sod., 2011) in kar tudi potrjujejo naši rezultati (slika 26). Tumorskih 
celic v hrbtenjači nismo opazili, med tem ko so Vittori in sod. (2016) pri ksenotransplantaciji 
diferenciranih celic GB U373 opazili celično invazijo v hrbtenjačo, pri čemer je invazija 
potekala po osrednjem kanalu. 
Po injiciranju sokultur GMC in MMC v razmerju 1 : 1 smo v rastočih mešanih tumorjih v 
možganih cebric opazili razporejanje GMC okrog MMC (slika 25, 26), kar nakazuje na 
intenzivne medcelične interakcije. Tako kot v in vitro modelu sferoidov sokultur, se MMC 
in GMC tudi v možganih zarodkov cebric in vivo med seboj ne mešajo dobro (slika 18, 25). 
Breznik in sod. (2017) so pri ksenotransplantaciji diferenciranih celic GB in MMC v zarodke 
cebric pokazali, da diferencirane celice GB z MMC tvorijo kompaktnejše tumorje, v katerih 
se celice obeh tipov mešajo. Ob primerjavi naših in njihovih rezultatov vidimo, da je vedenje 
GMC različno od vedenja diferenciranih celic GB v modelih in vitro ter in vivo. 
Morfološke razlike med GMC v monokulturi in sokulturi z MMC (slika 27) nakazujejo na 
diferenciacijo GMC po injiciranju v zarodke cebric, kar je verjetno posledica spremembe 
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okolja, ob tem ko smo celice prestavili iz gojišča v možgane, ter dejavnikov mikrookolja 
GB, ki vključuje MMC. Zaradi prisotnih izrastkov na konfokalnih mikrografijah (slika 27 
B, C) se nam zdi možno, da se NCH421k eGFP v sokulturi z MMC diferencirajo v živčne 
celice ali astrocite. Tudi O’Rourke in sod. (1996) so pri nekaterih celicah GB 5 dni po 
transplantaciji v zarodke cebric opazili spremenjeno morfologijo in podaljšanje, skladno z 
obliko migrirajočih nevronov. Diferenciacijo GMC po injiciranju v zarodke cebric so opazili 
tudi Yang in sod. (2013), Rampazzo in sod. (2013) ter Welker in sod. (2016). Mikrookolje 
zarodkov cebric, ki vključuje MMC, lahko torej spodbuja diferenciacijo GMC.  
 
Z meritvami površine smo kvantificirali rast tumorskih in stromalnih celic v možganih 
zarodkov cebric (slika 28). Pokazali smo, da se površina GMC v sokulturi z MMC statistično 
značilno hitreje poveča v primerjavi s površino monokulture GMC, kar pomeni, da MMC 
pospešijo rast GMC v sokulturi (slika 28). Potrdili smo, da so interakcije med celicami 
obojesmerne, saj tudi GMC pospešijo rast MMC v sokulturi (slika 28). Podobno smo pri 
sferoidih sokultur in vitro pokazali statistično značilno večjo rast GMC in MMC v sokulturi 
v primerjavi z monokulturami (slika 19). Na podlagi svojih rezultatov sklepamo, da MMC 
v sokulturi prispevajo k rasti tumorskih celic v modelih in vitro ter in vivo. To je skladno z 
rezultati Behnan in sod. (2013), ki so pokazali, da lahko MMC infiltrirajo v stromo mišjega 
GB, kjer spodbujajo rast tumorja.  
Vpliva MMC na invazijo GMC nismo pokazali niti v modelu in vitro niti v modelu in vivo. 
Pričakovali smo, da bodo razlike v invazivnosti med GMC in MMC v možganih rib cebric 
podobne kot v kulturah in vitro, a temu ni bilo tako. MMC so bile bolj invazivne kot GMC 
v modelu in vitro (slika 21). Nasprotno smo opazili v možganih cebric, kjer so bile GMC 
bolj invazivne kot MMC (slika 29). Razlog za razlike med rezultati dveh različnih 
uporabljenih modelov za preučevanje invazije je verjetno v mikrookolju, saj je Matrigel po 
sestavi drugačen od možganov cebric. Cebrice imajo 2 dpf že razvit CŽS s prisotnimi 
nevronskimi potmi ter obtočila, tudi žile v možganih. Mikrookolje možganov cebric vsebuje 
laminin, ki je prisoten tudi pri ljudeh, kjer predstavlja glavno komponento bazalne lamine in 
je okrog krvnih žil ter površine žilnice (Breznik in sod., 2017). Matrigel sicer spada med 
kompleksnejše mešanice proteinov zunajceličnega matriksa, ki se uporabljajo za test invazije 
celic, vendar je mikrookolje možganov cebric bistveno kompleksnejše. Model in vivo je 
kompleksnejši tudi zaradi ožiljenost, ki je v modelu in vitro odsotna. Angiogeneza in 
vaskulogeneza namreč pospešita proces invazije (Hayat, 2011). Model zarodkov cebric 
omogoča kompleksnejše interakcije med različnimi komponentami tumorskega 
mikrookolja, ki so v tem modelu številčnejše, kar lahko vpliva na komunikacijo med 
rakavimi in stromalnimi celicami. 
Naše delo je dobra podlaga za raziskave vloge mikrookolja pri odzivu GB na terapijo. V 
prihodnje bi bilo potrebno ovrednotiti vlogo MMC pri odpornosti GMC na obsevanje in 
kemoterapijo, saj bolnike z GB po operaciji obsevajo in zdravijo s kemoterapijo. Tako bi 
dobili še dodaten vpogled v vlogo tumorskega mikrookolja pri odpornosti GMC na terapijo. 
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V magistrski nalogi smo določili vplive interakcij med GMC in MMC na rast in invazijo 
celic glioblastoma v celičnih modelih in vitro ter v zarodkih rib cebric (Danio rerio). 
Pokazali smo, da so MMC v tumorskem mikrookolju pomembne, saj stimulirajo rast GMC. 
Na podlagi predstavljenih rezultatov smo potrdili oz. ovrgli hipoteze: 
 
- Prisotnost MMC v sokulturah in vitro zmanjša agregacijo in poveča velikost sferoidov, 
v primarjavi z monokulturami GMC in MMC. S tem smo potrdili hipotezo H1, kjer smo 
predpostavili, da bo prisotnost MMC vplivala na velikost mešanih sferoidov. 
- GMC so manj invazivne od MMC in vitro, s čimer smo potrdili hipotezo H2. 
- Prisotnost GMC v sokulturi je znatno zmanjšala invazivnost MMC in vitro, medtem ko 
se invazija GMC ni spremenila, zato hipoteze H3, ki pravi, da gojenje v sokulturi vpliva 
na invazivnost GMC in MMC, nismo potrdili. Sklepamo, da se GMC in MMC vzajemno 
privlačijo in v sokulturi nimajo tendence invadirati v okoliški ECM. 
- Pokazali smo, da MMC povečajo rast GMC v zarodkih cebric in tako potrdili hipotezo 
H4. 
- Razlike v invazivnosti med GMC in MMC so v možganih rib cebric drugačne kot v 
kulturah in vitro. Ker rezultata in vitro v ribah nismo mogli potrditi, smo ovrgli hipotezo 
H5. Razlog za razlike v dveh različnih tumorskih modelih je verjetno v sestavi 
mikrookolja celic med Matrigelom in  možgani cebric. 
- Hipoteze H6 nismo potrdili; pri hkratnem vnosu GMC in MMC v možgane zarodkov 
cebric nismo pokazali razlik v invazivnosti med monokulturo in sokulturo celic.  
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